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aPA afferente Pseudobranchienarterie O2 Sauerstoff
CA Carboanhydrase [O2]Hb Konzentration des an Hämoglobin
gebundenen Sauerstoffs
CO2 Kohlendioxid PDA Blutdruck in der dorsalen Aorta
DA dorsale Aorta PCO2 Kohlendioxidpartialdruck




n Stichprobenumfang S.D. Standardabweichung
MS222 (3-Aminobenzoic acid ethyl ester
methane sulfonate)
Fischbetäubungsmittel
S.E.M. (standard error of the mean),
Standardfehler
N2 Stickstoff Mittelwert
Zell- und Gewebsschichten der Retina
PE Pigmentepithel
PRL [photoreceptor layer] Schicht der Photorezeptoren: innere und äußere Segmente der licht-
empfindlichen Zellen.
OLM [outer limiting membrane] Äußere limitierende Membran: Trennlinie zwischen den Zell-
körpern der Photorezeptorzellen und den lichtempfindlichen Bereichen dieser Zellen.
ONL [outer nuclear layer] Äußere Körnerschicht: Bereich der Zellkörper (mit Zellkernen) der
Photorezeptorzellen.
OPL [outer plexiform layer] Äußere plexiforme Schicht: Bereich der Axone der Photorezeptor-
zellen.
INL [inner nuclear layer] Innere Körnerschicht: Bereich der Horizontal-, Amakrin- und Bipolar-
zellen.
IPL [inner plexiform layer] Innere plexiforme Schicht: Bereich der Dendrite der Ganglionzellen.
GCL [ganglion cell layer] Ganglionzellschicht
NFL [nerve fiber layer] Axon-Schicht







Das Vorkommen von über den Umgebungsdruck erhöhten Sauerstoffpartialdrucken (PO2) in Geweben ist im
Tierreich nur von der Schwimmblase und dem Auge von Knochenfischen bekannt. Die physiologischen Me-
chanismen dieser Sauerstoffkonzentrierung wurden an der Schwimmblase insbesondere des Aals intensiv
erarbeitet, entsprechende Untersuchungen zu den Vorgängen im Auge der Knochenfische fehlen jedoch.
In dieser Arbeit wurde daher eine Methode etabliert, mit der die Sauerstoffkonzentrierung im Auge der
Knochenfische an isolierten Augen untersucht werden kann.
1. Das Gefäßsystem der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) wurde durch Gefäß-
ausgüsse dargestellt. Das im Auge gelegene choroidale Rete mirabile wird über die Arteria ophthal-
mica, die gleichzeitig die efferente Pseudobranchienarterie darstellt, versorgt. Die Pseudobranchie sel-
ber empfängt das Blut aus der efferenten Arterie des ersten Kiemenbogens. Diese Gefäßtopologie,
Versorgung der Pseudobranchie mit bereits im ersten Kiemenbogen oxygeniertem Blut und auschließ-
liche Versorgung des choroidalen Rete mirabile mit Blut aus der Pseudobranchie, weist auf die Bedeu-
tung der Pseudobranchie für die Prozesse im Auge hin.
2. Die Retina der Regenbogenforelle wurde mikroskopisch untersucht. Die einzelnen Schichten der Retina
entsprechen denen anderer Wirbeltiere. Die Forellenretina ist mit 407 µm aber wesentlich dicker als
z.B. die Retina von Säugertieren. Zusätzlich fehlt der Retina der Forelle die bei vielen Säugetieren
vorhandene retinale Blutgefäßversorgung. Mit den der Retina am nächsten gelegenen Gefäßen in der
Choroidea bestehen bei der Forelle wesentlich größere Diffusionsstrecken von den Blutgefäßen zum
Ort des Sauerstoffverbrauchs in den Zellen der Retina als bei anderen Wirbeltieren. Dies wird durch
den erhöhten PO2 in den Choriokapillaren kompensiert.
3. Für die Messung des intraretinalen PO2 wurden im Rahmen dieser Arbeit Sauerstoffmikroelektroden
inklusive der zur Betreibung der Elektroden notwendigen Elektronik entwickelt. Die reaktive Oberflä-
che der Elektroden vom „Recess“-Typ schloss nicht mit dem Ende der Glaskapillare ab, sondern war
unter Belassung eines Hohlraumes in der Elektrodenspitze (Recess) in das innere der Glaskapillare
verlagert. Dadurch waren die Elektroden unempfindlich gegenüber Rühreffekten. Die Mikroelektroden
hatten einen Spitzendurchmesser von < 10 µm und eine mittlere Empfindlichkeit von 172 fA Torr-1 O2.
Die Linearität der Elektroden, ausgedrückt durch den Korrelationskoeffizienten der linearen Regression
r über eine Partialdruckbereich von 0 bis 760 Torr O2, war besser als 0,9998.
4. Zur Überprüfung des normalen PO2 in der Retina wurden Regenbogenforellen betäubt und künstlich
ventiliert. Systemische Parameter wie arterieller PO2, Blutdruck und Herzschlag entsprachen dabei mit
im Mittel 99 Torr (arterieller PO2), 28 Torr (Blutdruck) und 1,23 Hz (Herzschlag) den Werten unbe-
täubter, freischwimmender Forellen. Lediglich der arterielle pH-Wert war mit 8,02 während der künst-
lichen Ventilation durch unvollständige Korrektur einer respiratorischen Alkalose gegenüber dem
normalen Wert von 7,89 leicht erhöht.
5. Die Auswirkungen der Präparation des Auges zur Messung des intraretinalen Sauerstoffpartialdrucks
auf den Augeninnendruck wurde überprüft. Der Augeninnendruck betrug 4,9 Torr. Das Einbringen der
Sauerstoffmikroelektrode hatte keine Auswirkung auf den Augeninnendruck. Erst das Entfernen der
Elektrode nach der Messung führte zu einer deutlichen Verringerung des Augeninnendrucks.
6. Zum ersten Mal wurde in der vorliegenden Arbeit die Durchblutungsrate des Auges eines Knochenfi-
sches bestimmt. Aus präparatorischen Gründen wurde die Messung an der afferenten Pseudobranchien-
arterie durchgeführt. Der mittlere Blutfluss in dem Gefäß betrug 216 µl min-1. Durch Verschluss des
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kontralateralen Gefäßes stieg der Fluss auf 135% des ursprünglichen Wertes, da jetzt durch das ipsila-
terale Gefäß über die zwischen den beiden Gefäßen bestehende Anastomose beide Augen mit Blut ver-
sorgt wurden.
7. Die Funktion der Retina während der intraretinalen Sauerstoffmessung wurde durch Ableitung des
Elektroretinogramms kontrolliert. Trotz der während der Versuche fortbestehenden Betäubung mit dem
Betäubungsmittel MS222, dem eine negative Wirkung auf das Elektroretinogramm nachgesagt wird,
konnten normale Elektroretinogramme aufgezeichnet werden. Die invasive Messung des intraretinalen
PO2 wirkte sich nicht negativ auf die Funktionalität der Retina aus.
8. Der intraretinale PO2 wurde an betäubten, künstlich ventilierten Forellen gemessen. Der mittlere maxi-
male PO2 im Bereich der Bruch´schen Membran betrug 382 Torr. An der Innenseite der Retina wurde
ein PO2 von 10 Torr gemessen. Der Bereich des O2-Partialdruckgradienten in der Retina, gemessen über
den Vorschub der Sauerstoffmikroelektrode vom niedrigsten bis zum höchsten PO2, betrug 433 µm, ein
Wert der gut mit der mikroskopisch bestimmten Dicke der Retina (407 µm) übereinstimmt.
9. Zur Untersuchung der Einflüsse von Blutparametern auf die Sauerstoffkonzentrierung im Auge der Fo-
relle wurden isolierte Augen künstlich mit verschiedenen Erythrozytensuspensionen perfundiert. Dazu
wurde zum einen eine Suspension von Forellenerythrozyten eingesetzt, bei der vorab der Root-Effekt
in Abhängigkeit vom pH-Wert der Suspension bestimmt wurde. Bei basischen pH-Werten war das Hä-
moglobin der Erythrozyten vollständig gesättigt. Bei einem pH-Wert von 7,68 war noch eine Sättigung
von 90% vorhanden, die bis zu einem pH-Wert von 7,31 auf 50% abnahm. 10% Sättigung wurden bei
einem pH-Wert von 6,94 erreicht. Für die Perfusion wurde die Suspension der Forellenerythrozyten mit
einem pH-Wert von 7,48 eingesetzt. Bei diesem pH-Wert liegt die Sättigung bei ca. 82% und eine Än-
derung des pH-Wertes hat in diesem Bereich eine deutliche Änderung der Sättigung zur Folge, was die
Freisetzung von O2 aus der Bindung an Hämoglobin erleichtert.
Als alternative Perfusionslösung wurde eine Suspension von Humanerythrozyten eingesetzt. Humanhä-
moglobin weist keinen Root-Effekt auf, es kann also durch die im Auge der Knochenfische vorhande-
nen Mechanismen kein Sauerstoff freigesetzt werden.
10. Der mittlere intraretinale PO2 isolierter Augen betrug bei Perfusion mit der Suspension von Forellen-
erythrozyten 99 Torr. Nach dem Wechsel auf die Suspension mit Humanerythrozyten fiel der intrareti-
nale Sauerstoffpartialdruck sofort auf 30 Torr ab. Der Perfusionsdruck änderte sich bei dieser Umstel-
lung nicht. Bei Perfusion mit Ringerlösung fiel der intraretinale PO2 auf 20 Torr, gleichzeitig fiel jetzt
auch der Perfusionsdruck ab.
11. Eine Erhöhung des intraretinalen PO2 über die Werte in den Perfusionsmedien konnte bei der künstli-
chen Perfusion isolierter Augen nicht nachgewiesen werden. Die Notwendigkeit des Root-Effekts für
einen hohen Sauerstoffpartialdruck im Auge wird trotzdem deutlich, da bei Perfusion mit einer Suspen-
sion von Humanerythrozyten, die einen höheren Sauerstoffgehalt aufwies als die Suspension der Forel-
lenerythrozyten, der intraretinale PO2 deutlich geringer war.
12. Das Modell des isoliert perfundierten Auges ist zur physiologischen Untersuchung des choroidalen
Rete mirabile und Sauerstoffkonzentrierung besser geeignet als in vivo – Experimente, da systemische






Die Retina der Wirbeltiere ist eines der stoffwechselaktivsten Gewebe im Organismus (HOFFERT und FROMM,
1970) mit einem hohen Sauerstoffverbrauch (LINDEMANN, 1943; WITTENBERG und WITTENBERG, 1974; HOFER
und GATUMU, 1994). Entsprechend dicht ist die Versorgung der Retina mit Blutgefäßen, die, je nach Tierart,
bis an die äußere plexiforme Schicht der Retina vordringen. So konnte für die menschliche Retina eine ma-
ximale Diffusionstrecke zwischen Kapillaren und retinalen Zellen von ca. 140 µm nachgewiesen werden
(MICHAELSON, 1954; DOLLERY et al., 1969), ein Wert, der auch mit den bei anderen Säugern anzutreffenden
Ausdehnung avaskulärer Retinabereiche übereinstimmt (CHASE, 1982).
Vielen Knochenfischen fehlt die bei den meisten Säugetieren vorhandene retinale Blutgefäßversorgung. Die
Versorgung der Retina mit Nährstoffen und Sauerstoff (O2) wird daher allein über das außerhalb des Pig-
mentepithels gelegene Kapillarnetz der Choroidea (Aderhaut) gewährleistet. Im Gegensatz zu den bei Säu-
gern ebenfalls vorkommenden avaskulären Retinae, die eine Stärke von ca. 140 µm nicht überschreiten
(CHASE, 1982), weist die Retina der Knochenfische eine wesentlich größere Dicke von bis zu 500 µm (NICOL,
1989) oder sogar darüber hinaus auf (WITTENBERG und WITTENBERG, 1974). Die Diffusionstrecken in der Re-
tina der Knochenfische für O2 und andere Nährstoffe sind somit um ein Mehrfaches größer als in der Säu-
gerretina (WITTENBERG und WITTENBERG, 1974).
Wie von WITTENBERG und WITTENBERG (1961, 1962) erstmals beschrieben, ist der Sauerstoffpartialdruck (PO2)
im Bereich der Retina von Knochenfischen um ein Vielfaches über den Umgebungsdruck erhöht, wahr-
scheinlich um die durch den verlängerten Weg verminderte Diffusion von O2 aus der Choroidea in die Reti-
na zu kompensieren und eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Retina zu gewährleisten. Der Nachteil
einer verlängerten Diffusionsstrecke ∆x wird so durch Erhöhung der Partialdruckdifferenz ∆P zwischen den
Gefäßen und dem Ort des Sauerstoffverbrauchs kompensiert (s. Formel 1).
Fick´sches Diffusionsgesetz
JO2 : O2-Flux / xDO2: Diffusionskonstante für O2 in Me-
dium x / A: Austauschfläche / ∆P: Partialdruckdifferenz /
∆x: Diffusionsstrecke
(1)
Root-Effekt und Rete mirabile
An der Anhebung des PO2 in den Kapillaren der Choroidea sind zwei Prozesse beteiligt:
Der Root-Effekt (KROGH und LEITCH, 1919; ROOT, 1931; ROOT und IRVING, 1943; Reviews s. BRITTAIN, 1987;
PELSTER und WEBER, 1991; PELSTER und RANDALL, 1998), der bis auf wenige Ausnahmen ausschließlich bei
Hämoglobinen von Knochenfischen auftritt, wird für einen initialen Anstieg des PO2 im Blut verantwortlich
gemacht. Durch Ansäuerung des Blutes wird über eine Verminderung der Sauerstoffbindungskapazität des
Hämoglobins selbst bei hohen PO2 Sauerstoff aus seiner Bindung am Hämoglobin freigesetzt (SCHOLANDER
und VAN DAM, 1954). Dadurch erhöht sich die Konzentration von physikalisch gelöstem O2 im Blut, was di-
rekt zu einer Erhöhung des lokalen Partialdrucks führt (Henry´sches Gasgesetz). Durch diese Erhöhung des
Partialdrucks wird die Diffusion von O2 aus dem Blut in umgebende Gewebe begünstigt. Das Auftreten des
Root-Effekts bei Knochenfischen ist eng mit dem Vorliegen gassezernierender Strukturen in der
Schwimmblase und im Auge korreliert (WITTENBERG und HAEDRICH, 1974; INGERMANN, 1982).
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Dieser erste Schritt der Partialdruckerhöhung von O2, auch „single concentrating effect“ genannt, kann
durch ein Gegenstromsystem vielfach verstärkt und zugleich auf einen eng begrenzten Gewebebereich be-
schränkt werden. Ein solches System besteht aus einer großen Zahl dicht gepackter, parallel verlaufender
Kapillaren, wie ALBERS (1806) erstmals für das choroidale Rete mirabile zeigen konnte. JONES (1838) wies
dann nach, dass auf der „Herz“-Seite des Rete das Blut aus der Arteria ophthalmica (= A. ophthalmica) in
diesen choroidalen „Körper“ fließt und nach Passage des Gegenstromsystems auf der „Gewebe“-Seite des
Rete die Choriokapillaren versorgt. Erst BARNETT (1951) erkannte aber, dass im choroidalen Rete mirabile je-
weils arterielle und venöse Kapillaren eng benachbart angeordnet sind und dass das System durch den ge-
genläufigen Blutfluss in arteriellen und venösen Kapillaren als Gegenstromaustauscher funktionieren kann.
Die Choriokapillaren bilden folglich Gefäßschleifen, die aus den arteriellen Kapillaren des choroidalen Rete
mirabile hervorgehen und nach Verzweigung in ein dichtes Gefäßnetz in der Choroidea in die venösen Ka-
pillaren des Gegenstromaustauschers übergehen (COPELAND, 1980). Der Bereich der Choriokapillaren wird
als der Ort der initialen Partialdruckerhöhung des O2 angesehen. Analoge Verhältnisse finden sich im Be-
reich des Rete mirabile und der Gasdrüse in der Schwimmblase von Fischen.
Bei der Schwimmblase bewirkt die Auslösung des Root-Effekts durch Ansäuerung des Blutes in den Gas-
drüsenkapillaren einen Anstieg des PO2 und erleichtert damit die Diffusion von O2 in die Schwimmblase. In
den sehr eng benachbarten Kapillaren des Rete mirabile der Schwimmblase des Aals diffundieren Kohlendi-
oxid (CO2), Milchsäure und O2 dann vom venösen in den arteriellen Gefäßschenkel (STEEN, 1963; KOBAYASHI
et al., 1989a, 1990) und erhöhen dort den PO2 schon bevor das Blut das Kapillarnetz der Gasdrüse erreicht
und dort der PO2 durch Ansäuerung weiter erhöht wird. Diese Rückdiffusion aus venösen in arterielle Kapil-
laren verstärkt so im Bereich des Rete die durch den Root-Effekt ausgelöste initiale Partialdruckerhöhung
vielfach. Erhöhte PO2 – Werte bleiben bei einem solchen System auf Gasdrüsenkapillaren und das Rete mi-
rabile lokalisiert, da es am Ende des Netzes zum Angleich der Partialdrucke im arteriellen und venösen Blut
des Gegenstromsystems kommt. Venöses Blut verlässt so das Rete mirabile mit annähernd arteriellem PO2.
Neben dem Root-Effekt zur Erhöhung des PO2 im Blut kann der Gewebspartialdruck aller physikalisch ge-
lösten Gase durch Aussalzung erhöht werden. Bildung von Milchsäure und Bikarbonat im Bereich gassezer-
nierender Gewebe senkt die physikalische Löslichkeit von Gasen und führt damit zu einer allgemeinen Par-
tialdruckerhöhung. Dieser Effekt ist als Mechanismus zur Füllung der Schwimmblase von Bedeutung (KUHN
et al., 1963), sein Beitrag zur Erhöhung des PO2 im Auge ist unbekannt.
Von besonderer Bedeutung für die Konzentrierung des O2 in der Schwimmblase und im Auge scheint das
Enzym Carboanhydrase (CA) zu sein (FÄNGE, 1950, 1953; MAETZ, 1956; FAIRBANKS et al., 1969, 1974; FON-
NER, et al., 1973), ein Enzym, das in allen Geweben, die an einer Sauerstoffkonzentrierung beteiligt sind, in
hohen Aktivitäten vorkommt (WITTENBERG und HAEDRICH, 1974). Eine Hemmung der CA vermindert oder un-
terdrückt vollständig die Gassekretion in der Schwimmblase (FÄNGE, 1953) und in der Retina (FAIRBANKS et
al., 1969, 1974).
Diese Prozesse sind an der Schwimmblase von Fischen im Detail untersucht (SCHOLANDER, 1954; STEEN,
1963; KOBAYASHI et al., 1989a, b, 1990; PELSTER und SCHEID, 1992). Die ausgeprägte Ähnlichkeit zwischen
den gassezernierenden Strukturen in Schwimmblase und Auge haben zu der Annahme geführt, dass sich
auch die physiologischen Prozesse der Partialdruckerhöhung in diesen beiden Organen gleichen (FAIRBANKS
et al., 1969; WITTENBERG und WITTENBERG, 1974).
Pseudobranchie
Unterschiede zwischen Schwimmblase und Auge bestehen u.a. jedoch in der Anordnung vorgeschalteter
vaskulärer Strukturen. Dem Kapillarsystem des Auges ist die sogenannte Pseudobranchie vorgeschaltet.
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Dieser rudimentäre Kiemenbogen mit noch unbekannter Funktion (BRIDGES et al., 1998) wird bei der Regen-
bogenforelle mit oxygeniertem Blut aus dem ventralen Ausgang der efferenten Kiemenarterie des ersten
Kiemenbogens versorgt. Innerhalb der Pseudobranchie verzweigt sich dieses Gefäß in ein feines Kapillar-
system und vereint sich wieder zur Augenarterie, der A. ophthalmica, die die einzige Blutversorgung des
choroidalen Rete mirabile bildet (JONES, 1838; MÜLLER, 1839; COPELAND, 1980). Schon früh (MÜLLER, 1839)
wurde daher ein enger Zusammenhang zwischen der Pseudobranchie und dem Sehprozess der visuellen
Wahrnehmung der Knochenfische vermutet (s. auch LEINER, 1938; WITTENBERG und HAEDRICH, 1974). Neben
Theorien zur Funktion der Pseudobranchie als Baro- oder Chemorezeptor oder als Drüse (LAURENT und DU-
NEL-ERB, 1984), wird rezent wieder eine Funktion der Pseudobranchie im Zusammenhang mit Prozessen des
Auges diskutiert. Neuere Messungen unterstützen die Hypothese von WITTENBERG und HAEDRICH (1974), dass
die Pseudobranchie das zum Auge und in das choroidale Rete mirabile fließende Blut in einer Weise kondi-
tioniert, die die Anhebung des PO2 im Auge unterstützt bzw. vorbereitet (BERENBRINK, 1995; MÜLLER, 1995;
BRIDGES et al., 1998).
Soweit bekannt, beruht der Prozess der Partialdruckerhöhung von O2 also auf Veränderungen der physika-
lisch-chemischen Zusammensetzung des Blutes: Im Bereich der „Gasdrüse“ wird durch Stoffwechselpro-
dukte das Blut angesäuert und direkt eine Partialdruckerhöhung ausgelöst und im Bereich des Gegenstrom-
austauschers wird durch Rückdiffusion verschiedener Stoffe aus venösen in arterielle Kapillaren das Blut
für die endgültige Freisetzung von O2 im Bereich der Gasdrüse konditioniert. Für die Gassekretion im Auge
mag eine Vor-Konditionierung des Blutes teilweise bereits in der Pseudobranchie stattfinden.
Zielsetzung
Ziel der vorliegenden Studie ist es, Basis zur Differenzierung einzelner Faktoren bei der Sauerstoffkonzen-
trierung im Auge von Knochenfischen zu legen. Im Gegensatz zu den Vorgängen in der Schwimmblase feh-
len detaillierte Untersuchungen zu den Mechanismen der Sauerstoffkonzentrierung im Auge. Daten über die
dafür notwendigen Komponenten und Parameter liegen praktisch nicht vor.
Zunächst wurde ein für die Experimente geeignetes Versuchstier ausgewählt. Dieses musste die notwendi-
gen anatomischen und physiologischen Voraussetzungen aufweisen und in ausreichender Zahl und insbe-
sondere in für die chirurgischen Eingriffe ausreichender Größe verfügbar sein. Die Regenbogenforelle (On-
corhynchus mykiss, Walbaum 1792) erfüllte diese Bedingungen, da sie unabhängig von der Jahreszeit kom-
merziell erhältlich ist und auch bei hinreichender Körpergröße in größeren Stückzahlen problemlos über
längere Zeiträume gehalten werden kann.
Vorbereitend für die geplanten in vivo- und in vitro-Versuche wurde die anatomische/physiologische Eig-
nung der Regenbogenforelle für die Experimente überprüft. Dazu wurde durch Kunststoffausgüsse das Ge-
fäßsystem der Forelle dargestellt und der Aufbau der Retina mikroskopisch untersucht.
Für die geplanten Messungen musste des weiteren eine Versuchs-Routine etabliert werden, die bei kontinu-
ierlicher Überwachung des Zustandes der Versuchstiere Langzeitmessungen an betäubten, künstlich venti-
lierten Forellen gestattete. Ziel war es, die Forellen trotz der für die Experimente notwendigen Langzeitnar-
kose und künstlichen Beatmung in einer Kondition zu erhalten, die dem natürlichen Zustand freischwim-
mender Forellen möglichst nahe kam. Dafür notwendige Messsysteme mussten eingerichtet und eine com-
putergestützte Datenerfassung entworfen und programmiert werden.
Im Rahmen dieser Arbeit mussten zusätzlich die für die intraretinale Sauerstoffpartialdruckmessungen be-
nötigten Mikroelektroden entwickelt und in ausreichender Menge für die Experimente hergestellt werden.
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2. Einleitung
In einem ersten in vivo – Versuchsabschnitt wurde an betäubten, künstlich ventilierten Forellen der normale
intraretinale PO2 gemessen sowie die normale Funktion der Retina während der Sauerstoffmessung durch
Ableitung des Elektroretinogramms überprüft. 
Vor Durchführung der in vitro – Experimente wurden Rahmenfaktoren wie die Durchblutungsrate des Au-
ges am lebenden Tier abgeklärt. Schließlich wurden Auswirkungen der Manipulationen zur intraretinalen
Sauerstoffmessung auf den Augeninnendruck überprüft, bevor mit der Entwicklung eines isolierten Augen-
modells der Forelle begonnen werden konnte.
Für weitergehende Untersuchungen des Mechanismus der Sauerstoffkonzentrierung im Auge ist die Kon-
trolle und gezielte Einstellung einzelner Parameter des in das Auge hinein fließenden Blutes und die gleich-
zeitige Erfassung ihrer Auswirkungen auf den intraretinalen PO2 notwendig. Bei Knochenfischen ist der
Blutversorgung des choroidalen Rete mirabile jedoch die Pseudobranchie vorgeschaltet. Eine gezielte Be-
einflussung und Kontrolle von Blutparametern im Auge, die bei Versuchen am Gesamtorganismus über die
Ventilation des Versuchstieres erfolgen müsste, ist daher bei in vivo – Versuchen kaum möglich. Um dieses
Problem zu umgehen musste ein methodischer Ansatz zur Untersuchung der Sauerstoffsezernierung an iso-
liert perfundierten Forellenaugen entwickelt werden. Mit diese Methode sollten erste Daten zum Prozess der
retinalen Sauerstoffversorgung gewonnen und eine Grundlage für die Durchführung weiterer Untersuchun-
gen zu diesem Thema geschaffen werden.
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3. Material und Methoden
3.1 Versuchstiere1
Als Versuchstiere wurden Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) beiderlei Ge-
schlechts mit einer Länge von durchschnittlich 32 cm (S.D. = 4,3 cm, n = 141) und einem mittleren Gewicht
von 381 g (S.D. = 112 g, n = 206) verwandt. Speziell für die Versuche gezüchtete Forellen wurden vom
Umweltbundesamt, Zweigstelle Marienfelde, bezogen, andere wurden von lokalen Händlern beschafft. Am
Lehrstuhl wurden die Fische bis zu den Versuchen in großen Glasaquarien (Volumen ca. 1,8 m3, maximal
40 Fische m-³) bei einer Temperatur von 12 – 17°C und einem Lichtregime von 11 h dunkel / 11 h hell mit
jeweils 1 h Dämmerungsübergang, gehalten. Das Wasser in den Aquarien wurde durch angeschlossene Fil-
ter mit ca. 60 l min-1 permanent umgewälzt und wöchentlich auf Nitritbelastung überprüft. Zusätzlich wur-
den in die Aquarien 10 l h-1 Frischwasser eingeleitet. Die Forellen wurden wochentags mit 0,25 bis 1% des
Körpergewichts Forellenfutter ernährt.
3.2 Anatomische Untersuchungen
3.2.1 Gefäßausgüsse im Bereich der Pseudobranchie und des Auges
Um den Verlauf der Gefäße, die das Auge versorgen, von den Kiemen bis zum Auge zu verfolgen, wurden
arterielle Ausgüsse des Gefäßsystems von ganzen Forellen hergestellt. Neben der Darstellung der Gefäßto-
pologie diente diese Präparation auch der Auswahl einer geeigneten Stelle für die Durchblutungsmessung
des Auges.
Vor Beginn der Präparation wurde das Perfusionssystem, bestehend aus einem Katheter (PE90-Schlauch,
G1, S. 96), einem angeschlossenen 3-Wege-Hahn und zwei daran angeschlossenen 10 ml – Einwegspritzen
luftblasenfrei mit Heparin- und Na-Nitroprussid-haltiger Forellen-Ringerlösung (C11, S. 96) gefüllt.
Eine Forelle wurde mit einer Überdosis Betäubungsmittel von 5 g l-1 MS222 getötet und in einer Wanne, die
betäubungsmittelhaltiges Wasser enthielt (C4, S. 95), auf dem Rücken liegend fixiert. Durch einen Median-
schnitt cranial der Bauchflossen wurde das Herz freigelegt. Der Ventrikel wurde eröffnet, der Katheter
durch den Ventrikel bis in den Truncus arteriosus vorgeschoben und durch eine Ligatur fixiert. Für freien
Durchlauf der Perfusate durch das Gefäßsystem wurde der Sinus venosus zum Ablauf der Perfusate eröffnet.
Das Gefäßsystem der Forelle wurde anschließend mit zwei verschiedenen Forellen-Ringerlösungen gespült.
Zuerst wurde mit 20 ml Heparin- und Na-Nitroprussid-haltiger Forellen-Ringerlösung (C11, S. 96) perfun-
diert. Das in der Lösung enthaltene Na-Nitroprussid setzt Stickstoffoxid frei, das eine Gefäßdilatation be-
wirkt. Anschließend wurde das Gefäßsystem mit 20 ml Glutaraldehyd-haltiger Forellen-Ringerlösung (C12,
S. 96) gespült, wobei das Glutaraldehyd der Fixierung der Gefäßwände dient.
10 ml des Injektionskunststoffes (G2, S. 96) wurden unmittelbar vor der Verwendung mit einer entsprechen-
den Menge Katalysator angemischt und dann mit einer an den 3-Wege-Hahn angeschlossenen Einmal-
Spritze in das Gefäßsystem injiziert. Zur Aushärtung des Kunststoffs wurden die Forellen entweder bei
60°C für 1 h in einen Trockenschrank (G3, S. 96) oder für 1 h in warmes Wasser von ca. 40°C gelegt. An-
1 Alle Tierversuche wurde im Rahmen des unter G294/96 genehmigten Versuchsvorhabens durchgeführt. Tiertötun-
gen zur Organentnahme waren unter T0038/98 angezeigt.
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schließend wurden die Forellen bis zur Präparation, die innerhalb von 10 Tagen erfolgte, bei -20°C einge-
froren.
Zur Verfolgung des Gefäßverlaufs von den Kiemen über die Pseudobranchie bis zum Auge wurden zwei
Forellen präpariert, bei zwei anderen wurde das Körpergewebe durch Eintauchen der ausgegossenen Forelle
in KOH-Lösung aufgelöst, so dass ausschließlich die Kunststofffüllung der Gefäße erhalten blieb und unter-
sucht werden konnte.
3.2.2 Darstellung der Retina von Regenbogenforellen
Drei Forellen wurden durch einen Schlag auf den Kopf und Ausbluten getötet. Von beiden Augen wurde
jeweils die Cornea entlang des Limbus abgetrennt und die Linse entfernt. Die exstirpierten Augen wurden
dann für mehrere Tage bei 4°C in Fixierlösung (2,5% Glutaraldehyd in Forellen-Ringerlösung, C6, S. 95)
eingelegt. Anschließend wurden die Augen in 80%iges Äthanol überführt, das nach jeweils mehreren Tagen
zweimal gegen frische Lösung ausgetauscht wurde.
Nach Einbettung in Paraffin wurden die Augen erst durch einen sagittalen Transversalschnitt halbiert. Der
Schnittwinkel (dorso-ventral bis naso-temporal) war von Auge zu Auge unterschiedlich, so dass alle Berei-
che der Retina in die Messung der Dicke der einzelnen Schichten eingingen. Von den Schnittflächen jeder
Augenhälfte wurden dann einige Schnitte mit einer Stärke von 6 µm angefertigt. Diese Schnittführung ge-
währleistete senkrechte Schnitte der Retina.
Ausgehend von der Bruch´schen Membran wurden anschließend über den gesamten Bereich der Retina die
Stärken der einzelnen Schichten gemessen. Von den insgesamt sechs Augen der drei Forellen wurden je-
weils mehrere Schnitte ausgewertet. Erst wurde für jede Forelle separat der Mittelwert der einzelnen
Schichtdicken bestimmt und anschließend für die drei Forellen der Mittelwert und Standardfehler der
Schichtdicken berechnet. Zur Bestimmung der Gesamtstärke der Retina wurden die Mittelwerte der einzel-
nen Schichtdicken addiert. Der Standardfehler der Gesamtstärke wurde durch Fehlerfortpflanzung aus den
Standardfehlern der einzelnen Schichdicken berechnet.
Die Anfertigung von Semidünnschnitten sowie die Messungen der Retina wurde im Rahmen eines Perso-
nenaustausches (DAAD 03018013) mit freundlicher Unterstützung von Riita Suoranta und Dr. Heikki Tuu-
rala an der Helsinki University durchgeführt.
3.3 Experimente in vivo
An lebenden, vollnarkotisierten Forellen wurden folgende Versuchsserien durchgeführt: die Messung des
Blutflusses in der afferenten Pseudobranchienarterie (s. 3.3.2.2, S. 22), des Augeninnendrucks während der
Präparation für die intraretinale PO2 – Messung (s. 3.3.2.3, S. 26), sowie die Ableitung des intraretinalen PO2
(s. 3.3.2.4, S. 27) und der Elektroretinogramme (s. 3.3.2.5, S. 28).
Diese Messungen zielten darauf ab, normale in vivo – Werte einzelner Parameter zu etablieren. Es wurde
großer Wert darauf gelegt, trotz chirurgischer Eingriffe und erforderlicher Langzeitnarkose und Relaxation,
den Allgemeinzustand der Tiere während der Versuche so aufrecht zu erhalten, dass homoiostatische Para-
meter normaler, freischwimmender Forellen erreicht wurden.
Die Fische wurden bei allen, auch kurzzeitigen Eingriffen künstlich ventiliert (s. 3.3.1, S. 19). Vor der
Durchführung des eigentlichen Versuches wurde den Forellen ein Katheter in die dorsale Aorta implantiert
(s. 3.3.2.1, S. 20), durch den vor Beginn des Versuchs eine Blutprobe zur Kontrolle des arteriellen PO2 und
pH-Wertes entnommen wurde und über den während des Experiments Blutdruck, Herzschlagamplitude und
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-frequenz kontinuierlich überwacht wurden. Auch während des Experiments wurden durch den Katheter
Blutproben aus der dorsalen Aorta entnommen und pH-Wert (s. 3.5, S. 34) und PO2 (s. 3.5, S. 36) des arte-
riellen Blutes kontrolliert.
Nach Beendigung der Versuche wurden die Tiere in Narkose durch Sektion der Halswirbelsäule und Aus-
bluten getötet.
3.3.1 Künstliche Ventilation
Die für die Versuche vorgesehenen Forellen wurden in einem temperaturisolierten Behälter mit 5 l betäu-
bungsmittelhaltigem (C3, S. 95), über eine Luftpumpe und einen Sprudelstein belüftetem Wasser von den
Tierhaltungsräumen ins Labor transportiert. Dort wurden die Forellen für die Zeitdauer des chirurgischen
Eingriffs bzw. des Experiments auf einem Körperformbett (Fischhalter) in eine Versuchswanne gelegt und
unter Aufrechterhaltung der Narkose (C4, S. 95) künstlich ventiliert (s. Zeichnung 1).
Das Ventilationssystem (nach HEISLER, 1978, verändert) bestand aus einem Plexiglaszylinder mit einer Höhe
von ca. 1 m und einen Durchmesser von ca. 10 cm, der mit 6,5 - 8 l Leitungswasser befüllt wurde (s. Zeich-
nung 1 „Oxygenator“). Kurz über dem Boden des Oxygenators befand sich eine Fritte, durch die zur Äquili-
bration des Ventilationswassers Luft oder ein Gasgemisch mit einer Volumenrate von 10 l min-1 gepumpt
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Zeichnung 1: Schema der künstlichen Ventilation der Forellen.
Im Oxygenator wurde das Ventilationswasser mit Gas äquilibriert und auf 15°C thermostatisiert. Von dort wurde
es durch eine Blasenfalle mit einer Aquarienpumpe zur Versuchswanne hochgepumpt und über ein Beatmungs-
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wurde (G4, S. 96). Das Ventilationswasser wurde über Kühlwendel, die an einen Umlaufkühler (G5, S. 96)
angeschlossen waren, auf eine Temperatur von 15 ± 0,1°C thermostatisiert.
Mit einer Aquarienpumpe (G6, S. 96) wurde das Ventilationswasser aus dem Oxygenator durch eine Bla-
senfalle angesaugt, zur Versuchswanne hochgepumpt und durch ein Mundstück der Forelle über die Kiemen
geleitet. Von dort floss das Ventilationswasser wieder zurück in den Oxygenator. Die Pumprate der Aqua-
rienpumpe betrug maximal 4 l min-1. Durch einen Bypass mit Absperrventil, der von der Ventilationspumpe
direkt zurück zum Oxygenator führte (in Zeichnung 1, S. 19 nicht eingezeichnet), konnte die Wassermenge,
die zur Ventilation der Forellen zur Versuchswanne gepumpt wurde, reguliert werden.
Die Effektivität der künstlichen Ventilation wurde anhand des PO2 und des pH-Wertes im arteriellen Blut
überprüft. Es stellte sich heraus, dass durch die Ventilation der PO2 ausreichend hoch war, jedoch ein deut-
licher Anstieg des arteriellen pH-Wertes im Vergleich zu Kontrollmessungen an unbetäubten Tieren auftrat.
Als Ursache für diese Auswirkung der künstlichen Ventilation wurde eine durch Hyperventilation verur-
sachte Hypocapnie und dadurch ausgelöste respiratorische Alkalose bei den Forellen vermutet. Die Pumpra-
te der Ventilationspumpe von max. 4 l min-1 (ca. 10 l min-1 kg-1) war um ein Vielfaches höher als die nor-
male Ventilation einer spontan ventilierenden Forelle von ca. 200 ml min-1 kg-1 (JANSSEN und RANDALL, 1975)
bzw. 360 ml min-1 kg-1 (PLAYLE et al., 1990). PERRY et al. (1996) geben allerdings eine normale Ventilations-
rate von 1,22 l min-1 kg-1, GILMOUR und PERRY (1996) eine Rate von 945 ml min-1 kg-1 an. Ein großer Anteil
des Wassers stand bei der künstlichen Ventilation für den Gasaustausch aber nicht zur Verfügung, da das
Wasser teilweise an den Kiemen vorbei strömte und auch wieder aus dem Maul austrat. Die hohe Ventila-
tionsrate gewährleistete jedoch eine vollständige Sauerstoffsättigung des Blutes, führte gleichzeitig aber zu
der Hypocapnie. Da eine Veränderung der Ventilationsrate auch eine Änderung des PO2 zur Folge hatte (s.
auch DAVIS und CAMERON, 1971), wurde durchgehend eine hohe Ventilationsrate eingestellt und es wurde
dem Oxygenator zur Kompensation der Hypocapnie Luft mit einem erhöhten CO2-Gehalt von ca. 0,30%
zugeleitet (G7 u. G8, S. 96). Der arterielle pH-Wert wurde während des Versuchs zusätzlich ständig kon-
trolliert, so dass der CO2-Gehalt entsprechend auftretenden pH-Änderungen angepasst werden konnte.
3.3.2 Chirurgische Präparationen
3.3.2.1 Katheterisierung der dorsalen Aorta
Die Katheterisierung der dorsalen Aorta (DA) wurde in Anlehnung an die Methode von SOIVIO et al. (1975)
durchgeführt. Ein PE60-Schlauch (G1, S. 96) wurde über einer Flamme erhitzt und zu einer feinen Spitze
ausgezogen. Ein konisch angespitzter Mandrin (federharter Edelstahldraht, Durchmesser 0,68 mm) wurde in
den Katheter eingeschoben. Die Verjüngung des Schlauches wurde so mit einem Skalpell abgeschnitten,
dass der Mandrin durch die Öffnung durchgeschoben werden konnte, der Schlauch aber eng um den Man-
drin abschloss. Anschließend wurden 1 und 1,5 cm hinter der Spitze des Schlauches auf gegenüberliegenden
Seiten zwei seitliche Öffnungen in den Katheter geschnitten. Als Längenmarkierung und Stopper gegen He-
rausziehen des Katheters wurde 7 cm hinter der Spitze des Schlauches ein kurzes Stück eines längs aufge-
schnittenen PE100-Schlauches (G1, S. 96) auf den Katheter geklebt (G9, S. 96).
Vor der Insertion wurde der Katheter mit heparinisierter Forellen-Ringerlösung (C8, S. 95) gefüllt. Der
Mandrin wurde eingeschoben, bis die konische Spitze aus dem Katheter knapp herausragte. Um während
der Insertion ein Verschieben des Schlauches auf dem Mandrin zu verhindern, wurde der Katheter mit einer
Arterienklemme mit auf das Maul aufgeschobenen Silikon-Schlauchstücken auf dem Mandrin fixiert.
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Zur Insertion des Katheters wurde der Beatmungsschlauch aus dem Maul der Forelle entfernt. Über zwei
kleinere Schläuche, die unter die Kiemendeckel gesteckt wurden, wurde stattdessen Ventilationswasser re-
trograd über die Kiemen geleitet. Der Katheter wurde im Munddach zwischen dem ersten und zweiten Kie-
menbogen mit einem Winkel von ca. 30° eingestochen und 0,5 – 1 cm bis in die DA vorgeschoben. Dann
wurde die Arterienklemme entfernt und der Katheterschlauch wurde alleine weiter vorgeschoben, während
der Mandrin langsam herausgezogen wurde. Der Katheter wurde mit der Arterienklemme verschlossen und
der Mandrin ganz entfernt. Beim Öffnen der Arterienklemme stieg in der Regel das Blut durch den Blut-
druck im Katheter an.
Zum Abschluss wurde der Katheter mit Forellen-Ringerlösung (C6, S. 95) von Blut freigespült, mit hepari-
nisierter Forellen-Ringerlösung (C8, S. 95) gefüllt, mit einem Stahlstift verschlossen und durch die Man-
schette im Oberkiefer nach außen geführt (s. Zeichnung 2).
Damit sich die Tiere vom Stress der Katheterisierung erholen und dadurch eventuell aufgetretene Änderun-
gen von Blutparametern vor dem eigentlichen Versuch abklingen konnten, wurden die Forellen nach der
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Katheterisierung im Labor über Nacht in einem abgedunkelten Becken mit einem Volumen von ca. 90 l und
einer Temperatur von 15°C gehalten. In das Becken wurde durch einen Sprudler Luft eingeblasen und das
Wasser wurde mit einer Aquarienpumpe durch einen Filter umgewälzt. Die Forellen wurden im Becken
einzeln in opaken Röhren gehalten, die vorne und hinten mit einem Gitter verschlossen waren und an der
Oberseite einen Spalt aufwiesen, durch den der Katheter zugänglich war, ohne dass die Tiere gestört werden
mussten.
Um die Forellen am nächsten Tag ohne erneuten Stress durch Einfangen für den Versuch verwenden zu
können, wurde jeweils eine Forellen in der Röhre mit ca. 5 l Wasser mit einer passenden Wanne aus dem
Becken herausgenommen und es wurde eine Blutprobe durch den Katheter entnommen. Der Plasma pH-
Wert und der PO2 des Blutes wurden gemessen (s. 3.5, S. 34 und 3.5, S. 36). Dazu wurde eine 1 ml-Einweg-
spritze an den Katheter angeschlossen und ca. 400 µl Blut entnommen. Aus der Spritze wurden dann eine
Probe in die pH-Elektrode eingesaugt, eine weitere Probe in die Messkammer für die Bestimmung des PO2
injiziert. Diese vor der Betäubung und künstlichen Ventilation der Versuchstiere bestimmten Werte wurden
als Referenzwerte des ungestörten und ausgeruhten Tieres betrachtet. Anschließend wurden zu den 5 l Was-
ser in der Wanne Betäubungsmittel (C5, S. 95) zugegeben und die Forelle wurde nach Eintreten der Betäu-
bung auf den Fischhalter in die Versuchswanne gelegt und künstlich ventiliert.
Während der Versuche war an den Katheter ein Drucksensor (G11, S. 96) zur kontinuierlichen Messung von
Blutdruck und Herzschlag angeschlossen. Die Messung dieser Parameter wurde im Versuchsverlauf wieder-
holt kurz unterbrochen, um durch den Katheter Blutproben zur Überprüfung des arteriellen pH-Wertes und
des PO2 entnehmen zu können.
3.3.2.2 Blutflussmessung in der afferenten Arterie der Pseudobranchie
Zur Bestimmung der Durchblutungsrate des Auges wurde der Blutfluss in der afferenten Arterie der Pseudo-
branchie (aPA) gemessen.
Wie in der Einleitung beschrieben, stellt das efferente Pseudobranchiengefäß (= A. ophthalmica) die einzige
Blutversorgung des choroidalen Rete mirabile dar. Dieses Blutgefäß verlässt die Pseudobranchie an ihrem
zur Körpermitte gelegenen Pol, ist oberhalb des Parasphenoid-Knochen durch eine kurze und dünne Anasto-
mose mit dem gleichen Gefäß der anderen Körperseite verbunden und tritt dann von ventral-temporal in die
Augenhöhle ein. Dort verläuft das Gefäß bis zum Sehnerv dorsal und dann an diesem entlang bis in den
Augapfel. Der gesamte Gefäßverlauf von der Pseudobranchie bis zum Auge ist daher für eine Blutflussmes-
sung nur sehr schwer zugänglich (s. auch Zeichnung 4, S. 24 „A. ophthalmica“, Abbildung 7, S. 47 „effe-
rente Pseudobranchienarterie“ und Abbildung 8, S. 48 „A. ophthalmica“).
Die aPA war hingegen für eine Flussmessung präparatorisch leichter zu erreichen. Dieses Gefäß, das gleich-
zeitig die ventrale efferente Arterie des ersten Kiemenbogens ist (s. Einleitung), durchdringt an der ventra-
len Spitze des Kiemenbogens den Basohyal, den vordersten Knochen des Hyalbogens und verläuft dann, le-
diglich in eine Furche eingesenkt, auf der Oberfläche der zwei folgenden Hyalknochen Ceratohyal und Epi-
hyal Richtung caudal (s. Zeichnung 4, S. 24 und Abbildung 7, S. 47 „afferente Pseudobranchienarterie“). Im
anterioren Bereich des Ceratohyal ist die aPA von Unterkiefermuskeln und Epidermis bedeckt, während sie
im posterioren Bereich des Ceratohyal und im Bereich des Epihyal nur von einer dünnen Epidermis bedeckt
und hier durch Abspreizen des Maxillarbogens ohne Präparation schon sichtbar ist. Die Lage des Gefäßes in
der Knochenrinne hatte für die Flussmessung den Vorteil, dass das Gefäß nicht vollständig freipräpariert
werden musste und dass der Messsensor auf dem Knochen fixiert werden konnte.
Es wurde der normale Fluss in der aPA sowie die Änderung des Flusses in der aPA bei Verschluss des kon-
tralateralen Gefäßes gemessen.
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Der Doppler-Kristall war zur einfacheren Handhabung und Justiermöglichkeit mit den Anschlusskabeln in
ein Stück PE60-Schlauch (G1, S. 96) so eingeklebt, dass der Kristall selber vorn aus dem Schlauchstück he-
rausragte. Mit dem PE-Schlauch wurde der Kristall in die 45°-Bohrung des Plexiglasblocks eingeschoben
und nach erfolgter Justierung mit der Arretierungsschraube fixiert.
Präparation zur Messung des Flusses
Eine katheterisierte Forelle wurde seitlich auf den Fischhalter gelegt und künstlich ventiliert. Der Maxillar-
bogen der kontralateralen Seite wurde abgespreizt, die aPA wurde im Bereich des Epihyal freigelegt und es
wurde ein Faden für den späteren Verschluss um das Gefäß geschlungen. Die Forelle wurde dann auf die an-
dere Seite gedreht und der Maxillarbogen wurde mit einem Haken abgespreizt, so dass der darunter liegende
Hyalbogen für die Präparation zugänglich war. Durch Entfernen von Haut und Unterkiefermuskeln wurde
die in einer Furche der Hyalknochen liegende aPA im Bereich von Baso-, Cerato- und Epihyal freigelegt.
Das Gefäß selber wurde dabei nicht berührt und blieb noch von weiteren Häuten bedeckt. Nur an den beiden
äußeren Enden des freilegten Gefäßbereiches, an dem Baso- und Epihyal, wurde die aPA auf jeweils einem
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Auf die Stelle, an der der Kristall angebracht werden sollte, wurde etwas Ultraschallgel gegeben. Der Plexi-
glasblock mit Doppler-Kristall wurde auf den Knochen gehalten und justiert, bis ein optimales Signal erhal-
ten wurde. Durch die Bohrungen für die Knochenschrauben in der Plexiglashalterung wurden dann Löcher
in den Ceratohyal gebohrt und die Halterung wurde mit den Schrauben auf dem Ceratohyal fixiert (s. Zeich-
nung 4, S. 24). Nach der Messung eines konstanten Flusssignals wurde mit der vorbereiteten Fadenschlinge
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Zur Eichung des Flusssignals wurde Blut mit unterschiedlichen, bekannten Flussraten mit einer Peristaltik-
pumpe (G16 und G17, S. 97) durch die aPA gepumpt. Der Perfusiondruck, der sich bei jedem Wechsel der
Flussrate änderte, wurde durch die Höhenjustierung des Auslaufes des ausführenden Schlauches konstant
gehalten. Es wurde immer der Druck eingestellt, der dem aufgezeichneten Blutdruck in der DA während der
vorherigen Flussmessung entsprach. Da über die efferente Kiemenarterie des ersten Kiemenbogens eine di-
rekte, großlumige Verbindung von der DA zur aPA besteht, wurde davon ausgegangen, dass der Druck in
der aPA dem in der DA gleicht. Zur Eichung wurden Flussraten gewählt, die sowohl niedriger als auch hö-
her als die während des Versuches gemessenen waren.
3.3.2.3 Messung des Augeninnendruckes
Für die Messung des intraretinalen PO2 musste das Auge eröffnet werden. Dies hätte sich auf den Augenin-
nendruck (IOP, intra-ocular-pressure) und damit auch auf die Durchblutung der im Augapfel gelegenen Ge-
fäßsysteme auswirken können. Da die Erhöhung des PO2 im Auge u.a. von der Durchblutung des choroida-
len Rete mirabile abhängt, wurde überprüft, inwieweit die für die intraretinale Sauerstoffmessung notwendi-
ge Präparation des Auges sich auf den IOP auswirkte.
Das System zur Druckmessung ist in Zeichnung 6 dargestellt. Es bestand aus einer abgeschnittenen 0,4 mm
Injektionskanüle, die über ein kurzes Stück PE10-Schlauch (G1, S. 96) und zwei weitere kurze Schlauch-
stücke an einen T-Verbinder angeschlossen war. Ein Ausgang des T-Verbinders war über ein PE60-
Schlauchstück an einen Drucksensor (G11, S. 96) angeschlossen, während der zweite Ausgang an ein offe-
nes Gefäß angeschlossen war, mit dem über Höhenveränderung ein hydrostatischer Druck von maximal
40 cm Wassersäule eingestellt werden konnte. Das ganze System wurde mit Forellen-Ringer (C6, S. 95) ge-
füllt und die Schlauchverbindung zum offenen Gefäß mit einer Arterienklemme verschlossen.
Für die IOP-Messung wurde eine katheterisierte Forelle seitlich auf den Fischhalter gelegt und künstlich
ventiliert. Die 0,4 mm Injektionskanüle wurde durch die Cornea in die vordere Augenkammer eingestochen
und der Drucksensor wurde auf Augenhöhe justiert. Der IOP wurde kontinuierlich aufgezeichnet. Nach Er-
reichen eines konstanten Wertes wurde das Auge wie für die intraretinale PO2-Messung präpariert (s.
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Zeichnung 6: Anordnung für die Messung des intraokularen Drucks.
Der IOP wurde in der vorderen Augenkammer gemessen. Über das Druckgefäß konnte kurzzeitig ein erhöhter Druck
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3.3.2.4) und die aus den einzelnen Präparationsschritten resultierenden Änderungen im IOP wurden beob-
achtet.
3.3.2.4 Messung des intraretinalen Sauerstoffpartialdruckes
Die Herstellung der Sauerstoffmikroelektroden sowie die Messanordnung werden in Kapitel 3.6, ab S. 36
beschrieben. Eine katheterisierte Forelle wurde mit der Seite auf den Fischhalter gelegt und künstlich venti-
liert. Für die Ableitung des intraretinalen PO2 wurden die Fische neben der Narkose mit MS222 zusätzlich
mit Pancuronium® (C2, S. 95) relaxiert. Dieses Medikament diente der Lähmung der quergestreiften Mus-
kulatur, da auch hohe Konzentrationen des Betäubungsmittels MS222 die spontanen Ventilationsbewegun-
gen der Fische nicht vollständig unterdrücken konnten. Diese Bewegung der Opercula verursachten Kopf-
bewegungen, die eine Messung des intraretinalen PO2 mit den Mikroelektroden unmöglich machten.
Zur Einführung der Sauerstoffmikroelektrode in das Auge wurden entweder Cornea und Linse entfernt oder
Cornea und Iris wurden am ventralen Augenrand punktiert. Dies wurde entweder von Hand mit einer
1,5 mm Kanüle oder mit einer an ein Hochfrequenz-Elektrochirurgie-Gerät (G18, S. 97) angeschlossenen
1,5 mm Kanüle durchgeführt.
Nach Punktion von Cornea und Iris wurde eine Führungskanüle (Außendurchmesser: 1,5 mm, Länge:
10 mm) in die Öffnung eingesteckt und bis in den Glaskörper vorgeschoben. Die Sauerstoffmikroelektrode
wurde nun mit einem elektronisch gesteuerten (G19, S. 97) Mikromanipulator (G20, S. 97) durch die Füh-
rungskanüle in den Glaskörper vorgefahren und mit der Spitze bis in die Nähe der inneren Oberfläche der
Retina vorgeschoben (s. Zeichnung 7). Durch den Einsatz der Führungskanüle in die Punktionsöffnung wur-
de eine mechanische Beschädigung der empfindlichen Spitze der Sauerstoffmikroelektrode durch Kontakt
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Zeichnung 7: Schematische Darstellung der Anordnung für die intraretinalen PO2-Messung.
Cornea und Iris wurden zur Einführung der Führungskanüle punktiert. Die Sauerstoffmikroelektrode wurde dann
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mit der Iris oder der Linse vermieden. Eine in der Rückenmuskulatur fixierte Referenzelektrode (s. 3.6.3, S.
39) diente als Erdungselektrode für die Sauerstoffmessung.
Bei Öffnung des Auges durch Entfernen der Cornea und Linse konnten die Spitze der Sauerstoffmikroelek-
trode unter mikroskopischer Kontrolle direkt auf die Oberfläche der Retina aufgesetzt werden. Wurde die
Elektrode durch Punktion der Cornea und Iris ins Auge eingeführt, so konnte die ungefähre Lage der Sau-
erstoffmikroelektrode im Auge durch indirekte Ophthalmoskopie (G21, S. 97) durch das Operationsmikros-
kop beobachtet werden. Die exakte Position der Spitze in Relation zur Oberfläche der Retina war aber nicht
genau zu erkennen. Durch die Präparation des Auges und die Anordnung des Mikromanipulators wurde die
Elektrode nicht senkrecht sondern in einem kleinen Winkel auf die Retina aufgesetzt. Die Messungen des
intraretinalen PO2 erfolgten immer im zentralen Bereich der Retina in der Nähe des posterioren Augenpols.
Die Aufzeichnung des PO2 begann mit dem Einschieben der Sauerstoffmikroelektrode in das Auge. Es
wurde dann ein Sauerstoffprofil durch die Retina gemessen, indem die Sauerstoffmikroelektrode in kleinen
Schritten in die Retina vorgeschoben wurde, bis keine weitere Erhöhung des PO2 mehr beobachtet werden
konnte. Vor jedem Vorschub der Elektrode wurde die Einstellung eines konstanten Signals abgewartet.
3.3.2.5 Ableitung des Elektroretinogramms
Als Elektroden zur Ableitung des Elektroretinogramms (ERG) wurden drei chlorierte Silberdrähte (G22, S.
97) verwandt, die an eine auf einem Mikromanipulator (G23, S. 97) befestigten Headstage (elektrische
Schaltung s. Zeichnung 8) angeschlossen wurden.
Eine ringförmig gebogene Elektrode wurde auf die Cornea aufgelegt und diente als Ableitelektrode für das
ERG. Ein weitere Elektrode wurde in die Riechöffnung eingeführt und durch eine Naht am Kopf fixiert. Der
Erdungskontakt der Headstage wurde mit einer in der Rückenmuskulatur angebrachten Elektrode (s. 3.6.3,
S. 39) verbunden.
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Zeichnung 8: Schematischer Schaltplan der Headstage für die ERG-Aufzeichnung.
Für die Anschlüsse der beiden Ableitelektroden und der Erdungselektrode waren drei Buchsen an der Vorderseite
der Headstage angebracht. Das Signal wurde durch einen Instrumentenverstärker (INA 116) 100-fach verstärkt. Zur
Filterung langsamer Signalschwankungen war ein Hochpass (C: 2,2 µF, R: 4,64 MΩ) nachgeschaltet. Der nach-
folgende Operationsverstärker (OPA 177) diente der Impedanzwandlung des Signals.
Analoge Masse
C: 2,2 µF
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Die Ableitelektroden wurden an die beiden Eingänge eines Instrumentenverstärkers (G24, S. 97, s. Zeich-
nung 8, S. 28 „INA 116“) angeschlossen, an dem über einen Widerstand ein fester Verstärkungsfaktor von
100x eingestellt worden war. Ein nachgeschalteter Hochpass mit einer Zeitkonstante von τ = 10,3 s diente
dem Herausfiltern langsamer Potentialänderungen zwischen den beiden Ableitelektroden. Das Signal wurde
anschließend mit einem Operationsverstärker gepuffert und an einen Labormessverstärker weitergeleitet.
Zur Auslösung eines ERGs wurde eine gelbe LED (G25, S. 97) verwandt, die wenige Millimeter über der
Pupille des Auges positioniert wurde. Die Leuchtdauer der LED konnte in acht (von 0,6 bis 10,6 ms), die In-
tensität in elf Stufen über einen Bereich von 6 Größenordnungen (von 0,16 mcd bis 50 cd) verstellt werden.
Über einen Trigger wurde die Aufzeichnung eines ERGs gestartet und die LED aktiviert. Dabei wurde die
Auslösung der LED über eine elektronische Schaltung (Steuerschaltung für LED: Eigenbau) verzögert. Es
konnte somit ein Vorlauf des ERG-Signals sowie die Auslösung der LED und die folgende Reaktion der Re-
tina vollständig erfasst werden.
Die Änderung der ERGs während der Dunkeladaptation wurde überprüft. Zusätzlich wurde die Auswirkung
der Leuchtdauer und -intensität der LED auf die Form des ERGs getestet.
Während der intraretinalen Sauerstoffmessung wurde die Funktionalität der Retina in regelmäßigen Abstän-
den durch die Aufzeichung von ERGs überprüft. Dabei wurde eine Verzögerung der Reizauslösung von
800 ms, eine maximale Leuchtdauer von 10,6 s und eine -intensität von 50 cd der LED eingestellt. Um eine
Auswirkung von Hell- bzw. Dunkeladaptation auf die ERG-Parameter auszuschließen, wurde das Labor
mindestens 30 min vor Beginn der ERG-Aufzeichnungen abgedunkelt.
3.4 Perfusion isolierter Augen in vitro
Bei der Perfusion isolierter Augen wurde die Abhängigkeit des intraretinalen PO2 vom Root-Effekt als maß-
geblichen Faktor für die Erhöhung des PO2 untersucht. Dazu wurden zwei unterschiedliche Perfusionslö-
sungen (Erythrozytensuspensionen) vorbereitet (s. 3.4.3, S. 31). In der ersten Suspension sollte der Root-Ef-
fekt noch nicht ausgelöst sein, d.h. durch eine pH-Verschiebung im Blut sollte im perfundierten isolierten
Auge eine Freisetzung des O2 vom Hämoglobin noch möglich und dementsprechend ein erhöhter intrareti-
naler PO2 messbar sein. In der zweiten Suspension sollte durch Voreinstellung eine Auslösung des Root-Ef-
fektes im Auge nicht mehr möglich sein, was in einem reduzierten intraretinalen PO2 resultieren sollte. Um
über den pH-Wert der ersten Suspension gezielt die Sauerstoffsättigung des Hämoglobins und damit das
Ausmaß des Root-Effekts einstellen zu können, wurde vor den Perfusionsexperimenten in einer Messreihe
die Abhängigkeit der Sauerstoffsättigung des Hämoglobins vom pH-Wert der Erythrozytensuspension be-
stimmt (s. 3.4.2, S. 30). Als Suspension mit einem bereits vollständig ausgelösten Root-Effekt wurde entwe-
der eine stark angesäuerte Suspension von Forellenerythrozyten eingesetzt, oder es wurden Humanerythro-
zyten verwandt, da menschliches Hämoglobin keinen Root-Effekt aufweist.
Für die Perfusion isolierter Augen wurde einigen Forellen Blut abgenommen und gewaschen (s. 3.4.1, S.
30). Am Folgetag wurde das Blut auf mehrere Proben aufgeteilt und für das Perfusionsexperiment äquili-
briert (s. 3.4.3, S. 31). Eine Forelle wurde künstlich ventiliert und ein Auge wurde freipräpariert, die Augen-
arterie katheterisiert und das isolierte Auge dann perfundiert (s. 3.4.4, S. 32). Anschließend wurde der intra-
retinale PO2 bei der Perfusion mit unterschiedlichen Erythrozytensuspensionen gemessen (s. 3.4.5, S. 32).
Während der Perfusion wurde der Perfusionsdruck überwacht. Der durch die Ansaugung des Blutes im
Schlauchsystem entstehende Unterdruck wurde überprüft.
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3.4.1 Blutentnahme und -behandlung
Zur Blutentnahme wurden einige Forellen mit einer hohen Konzentration von 150 mg l-1 MS222 narkoti-
siert. Nach vollständig eingetretener Narkose wurde den Forellen mit einer heparinisierten (C7, S. 95) 5 ml
Einmalspritze und 0,9 mm Kanüle aus der Kaudalvene Blut entnommen.
Das Blut wurde anschließend mit eisgekühlter Forellen-Ringerlösung (C9, S. 95) gewaschen. Dazu wurden
das Blut auf einige 10 ml - Zentrifugenröhrchen verteilt und 1 min bei geringer Umdrehung in einer Tisch-
zentrifuge (G26, S. 97) zentrifugiert. Das Plasma wurde verworfen und die Erythrozyten wurden mit eisge-
kühlter Forellen-Ringerlösung resuspendiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Das Blut wurde
dann über Nacht in einem Erlenmeyerkolben im Kühlschrank bei 4°C aufbewahrt und am nächsten Morgen
vor dem Versuch erneut dreimal gewaschen. Nach dem letzten Waschvorgang wurde der Hämatokrit (Hct)
der Erythrozytensuspension auf einen Wert von 0,20 eingestellt.
Bei der Verwendung von Humanerythrozyten wurden eine gerade verfallene Blutkonserve, die freundlicher-
weise von der Charité, Humboldt-Universität zu Berlin, zur Verfügung gestellt worden war, verwandt. Das
Humanblut wurde genau wie das Forellenblut behandelt.
Für in vitro – Perfusionen isolierter Augen wurde das Blut morgens mit einer veränderten Forellen-Ringer-
lösung (C10, S. 96) dreimal gewaschen und anschließend auf vier Proben aufgeteilt, die in einem Farhi-To-
nometer (FARHI, 1965, G27, S. 97) bei der Versuchstemperatur von 15°C mit verschiedenen Gasgemischen
äquilibriert wurden (s. 3.4.3, S. 31). Die Einstellung der Gasgemische erfolgte mit Gasmischpumpen (G28,
S. 97).
3.4.2 Bestimmung des Root-Effekts
Zur Bestimmung der Abhängigkeit der Sauerstoffsättigung des Hämoglobins vom pH-Wert der Erythrozy-
tensuspension wurde eine Suspension von Forellenerythrozyten auf vier Proben aufgeteilt und unter unter-
schiedlichen Bedingungen im Farhi-Tonometer äquilibriert. Die pH-Werte der Proben wurden durch
a) Äquilibration mit unterschiedlichen CO2-Partialdrucken (PCO2; G8, S. 96),
b) Zugabe von HCl zu einigen der Proben und/oder
c) Austausch eines Teils des Plasmas gegen Ringerlösung mit einer anderen Bikarbonatkonzentration
über einem Bereich von 6,0 - 8,5 eingestellt. In allen vier Proben wurde dann der pH und die Gesamt-O2-
Konzentration gemessen. Um die Konzentration des an Hämoglobin gebundenen O2 zu berechnen wurde die
Menge des physikalisch gelösten O2 in der Erythrozytensuspension mit einem  Löslichkeitskoeffizienten
(αO2) von 1,7745 µmol l-1 Torr-1 (BOUTILIER et al., 1984) berechnet und von der gemessenen Gesamt-O2-Kon-
zentration subtrahiert. Der Anteil fester Bestandteile in den Erythrozyten wurden dabei mit einem Faktor
von 0,67 berücksichtigt.
Berechnung der Konzentration des
an Hämoglobin gebundenen O2
([O2]Hb).
[O2]gesamt: Gesamt-O2-Konzentration in der
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Da die Einzelproben durch Aufteilung einer Gesamtprobe mit einem Hct von 0,20 gewonnen worden waren,
wiesen sie übereinstimmende Hämoglobinkonzentration auf. Die an Hämoglobin gebundene Menge O2
([O2]Hb) wurde daher als direktes Maß für den Root-Effekt betrachtet.
3.4.3 Äquilibration von Blutproben für die Augenperfusion
Folgende Erythrozytensuspensionen wurden für die Perfusion von isolierten Augen vorbereitet:
Perfusat A: Suspension von Forellenerythrozyten mit hoher Sauerstoffsättigung des Hämoglobins. Der pH-
Wert des Perfusats A wurde durch eine Bikarbonatkonzentration von 5,4 mM und einem PCO2 von 2,0 Torr
bei der Äquilibration auf ca. 7,5 eingestellt. Bei diesem pH-Wert sollte das Hämoglobin noch zum größten
Teil mit O2 gesättigt sein, eine weitere Ansäuerung sollte aber über den Root-Effekt eine deutliche Freiset-
zung von O2 zur Folge haben. Durch diese Wahl der Parameter sollte im Auge eine Desoxygenierung des
Hämoglobins und damit die Erzeugung hoher PO2 ermöglicht werden.
Perfusat B bzw. Hu: Suspension von Forellen- (B) oder Humanerythrozyten (Hu). Im Gegensatz zu Perfu-
sat A sollte in diesem Perfusat durch eine Ansäuerung keine weitere Freisetzung von O2 vom Hämoglobin
mehr möglich sein. Der pH-Wert des Perfusats B wurde dafür durch Säurezugabe um ca. 0,5 pH-Einheiten
saurer eingestellt als in Perfusat A, so dass der Root-Effekt des Hämoglobins zum größten Teil ausgelöst
und damit die Sauerstoffsättigung des Hämoglobins minimal war. Da menschliches Hämoglobin keinen
Root-Effekt aufweist, war beim Perfusat Hu keine besondere Vorbehandlung erforderlich. Beide Perfusate
wurden wie Perfusat A mit einem PCO2 von 2,0 Torr äquilibriert.
In Vorversuchen mit Perfusat B waren bei der Perfusion der Augen mit diesem Medium sehr hohe Perfusions-
drucke von teilweise über 1 bar aufgetreten. Gleichermaßen hohe Drucke konnten bei Perfusion mit Perfusat A
nicht beobachtet werden. Als Ursache für die exzessiv hohen Drucke bei Perfusat B wurde daher die Ansäue-
rung der Probe vermutet. Alternativ zu Probe B wurde daher das Perfusat Hu eingesetzt, das wegen des Fehlens
des Root-Effekts beim menschlichen Hämoglobin die Sauerstoffkonzentrierung im Auge nicht unterstützen konn-
te. Bei diesem Perfusat erübrigte sich daher auch die Ansäuerung zur Auslösung des Root-Effektes.
Suspension C: Suspension von Forellenerythrozyten mit vollständig ausgelöstem Root-Effekt. Diese Sus-
pension diente als Kontrolle für eine minimale, Root-Effekt bedingte, Sauerstoffsättigung des Hämoglobins.
Dazu wurde die Erythrozytensuspension entweder durch Säurezugabe oder durch Äquilibration mit einem
sehr hohen PCO2 von über 30 Torr auf einen pH-Wert von deutlich unter 7,0 angesäuert.
Suspension D: Suspension von Forellenerythrozyten mit vollständiger Sauerstoffsättigung. Suspension D
wurde als Kontrolle für eine maximale, vom Root-Effekt noch unbeeinflusste, Sauerstoffsättigung des Hä-
moglobins verwandt. Dazu wurde sie vor der Äquilibration erneut zentrifugiert, der Überstand wurde abge-
nommen und die Erythrozyten wurden mit Forellenringer mit einer Bikarbonatkonzentration von 10 mM re-
suspendiert. Zusätzlich wurde die Suspension mit Luft (PCO2 = 0,25 Torr) äquilibriert, um einen pH von
über 8,0 zu erzielen. In diesem pH-Bereich hat der Root-Effekt noch nicht eingesetzt und das Hämoglobin
ist vollständig mit O2 gesättigt (ROOT, 1931; INGERMANN, 1982).
Im Vergleich zu den Suspensionen C und D konnten die Perfusate A und B bezüglich der Sauerstoffsätti-
gung des Hämoglobins und damit bezüglich des Ausmaßes des Root-Effekts eingeordnet werden.
Alle Erythrozytensuspensionen wurden durch ein Filter mit einer Maschenweite von 40 µm filtriert (G29 u.
G30, S. 97). Dadurch wurden kleine Verklumpungen entfernt, die zu einem Verstopfen der Gefäße im Auge
führen könnten. Die Proben wurden im Farhi-Tonometer bei einer Temperatur von 15°C für mindestens
45 min vor Versuchsbeginn äquilibriert.
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3.4.4 Augenpräparation
Um die Unterbrechung der Blutversorgung der zu isolierenden Augen so kurz wie möglich zu halten, wur-
den die Präparationen an lebenden, betäubten Forellen durchgeführt. Die Augenarterie wurde dabei erst un-
mittelbar vor dem Einschieben des Perfusionkatheters verschlossen und die Perfusion direkt nach Katheteri-
sierung gestartet.
Eine Forelle wurde seitlich auf den Fischhalter gelegt und künstlich ventiliert. Die Haut um das Auge herum
wurde entfernt und sämtliche Augenmuskeln wurden vom Augapfel abgetrennt. Anschließend wurde die A.
ophthalmica von ihrem Eintritt in die Augenhöhle bis zum Eintritt in den Augapfel neben dem Sehnerv frei-
gelegt. Zwei Ligaturen um die A. ophthalmica, eine an der Eintrittstelle in die Augenhöhle, die andere kurz
vor dem Augapfel, wurden vorbereitet.
Durch einen mit leichtem Druck auf die Cornea aufgelegten Edelstahlring wurde das Auge in Position ge-
halten und über einen Schlauch mit temperiertem Wasser (15°C) überströmt.
Die Cornea wurde dann mit einer 1,5 mm Kanüle punktiert und das Auge wurde wie für die Messung des in-
traretinalen PO2 präpariert (s. 3.3.2.4, S. 27). Als Referenzelektrode wurde eine Krokodilklemme an der Au-
genhalterung befestigt.
3.4.5 Augenperfusion und intraretinaler Sauerstoffpartialdruck
Perfusion
Die Perfusion der isolierten Augen (s. Zeichnung 10,
S. 33) erfolgte mit einer Peristaltikpumpe (G16, S.
97) und einem geeigneten Pumpenschlauch ENE03
(G17, S. 97) bei einem konstanten Fluss von
180 µl min-1 und unter ständiger Kontrolle des Perfu-
sionsdrucks kurz vor dem Auge.
Eine speziell angefertigte Augenhalterung (s. Zeich-
nung 9) wurde unter das Auge geschoben und der an
der Halterung angebrachte Perfusionskatheter
(PE10, G1, S. 96) neben der A. ophthalmica positio-
niert. Die Ligatur am Eintritt der A. ophthalmica in
die Augenhöhle wurde dann verschlossen, das Gefäß
durch einen kleinen Schnitt geöffnet und der Kathe-
ter eingeschoben und mit der zweiten vorbereiteten
Ligatur fixiert. Anschließend wurde der Sehnerv, so-
wie die Vena ophthalmica und die A. ophthalmica
unterhalb des Katheters durchtrennt und das Auge in
der Augenhalterung aus der Augenhöhle entnom-
men. Mit dem Befestigungsstab wurde die Augen-
halterung an einem Stativ fixiert.
Zwei der vier Rundkolben des Farhi-Tonometers waren über Schläuche und ein Miniaturventil (G31, S. 98)
an die Peristaltikpumpe angeschlossen (in Zeichnung 10, S. 33 nicht eingezeichnet), so dass während der
Perfusion wahlweise zwischen den Perfusaten A und B, bzw. Hu, und Ringerlösung umgeschaltet werden
konnte.
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Zeichnung 9: Augenhalterung für die intrareti-
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Die Erythrozytensuspensionen wurden mit der Peristaltikpumpe aus dem Farhi-Tonometer angesaugt und
durch eine thermostatisierte Edelstahlkapillare mit nachgeschalteter Blasenfalle in das isolierte Auge ge-
pumpt. Hinter der Blasenfalle, kurz vor dem Eintritt ins Auge, war über ein T-Stück ein Drucksensor (G11,
S. 96) zur Kontrolle des Perfusionsdrucks angeschlossen (in Zeichnung 10 nicht eingezeichnet).
Zur Überprüfung des Ansaug-Unterdrucks wurde in einer Versuchsreihe zwischen dem Miniaturventil und
der Peristaltikpumpe über einen T-Verbinder ein Drucksensor (G11, S. 96) angeschlossen.
Das Schlauchsystem wurde vor der Katheterisierung der A. ophthalmica mit heparinisierter Forellen-Ringer-
lösung (C8, S. 95) gefüllt. Nach erfolgreichem Anschluss des Katheters wurde das Gefäßsystem des Auges
zuerst mit Forellen-Ringerlösung gespült, dann mit Perfusat A für die weitere Präparation perfundiert.
Intraretinale Sauerstoffpartialdruckmessung
Während der Präparation zur Einführung der Sauerstoffmikroelektrode (s. 3.3.2.4, S. 27) wurde das Auge
mit Perfusat A perfundiert, da dabei durch Auslösung des Root-Effektes eine Erhöhung des PO2 im Auge
möglich war (s. 3.4.3, S. 31). Während der Einführung der Mikroelektrode war eine Beobachtung der Elek-
trodenspitze im Glaskörper wegen der Anbringung des Auges in der Augenhalterung nicht möglich. Die
Elektrode wurde daher ohne visuelle Kontrolle mit einem Mikromanipulator (G19 u. G20, S. 97) in kurz
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Zeichnung 10: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus für die Perfusion isolierter Augen.
Suspensionen von Forellen- bzw. Humanerythrozyten wurden mit einem Gasgemisch in einem Farhi-Tonometer äquili-
briert und thermostatisiert. Das jeweilige zur Perfusion eingesetzte Perfusat wurde von einer Peristaltikpumpe aus dem
Tonometer angesaugt und durch eine ebenfalls thermostatisierte Stahlkapillare und eine Blasenfalle zum Auge ge-
















3. Material und Methoden
aufeinander folgenden Schritten von 100 µm in das Auge vorgeschoben. Sobald ein Anstieg des PO2 zu ver-
zeichnen war, wurde die Schrittweite auf 25 µm verringert und die Elektrode wurde vorgeschoben, bis der
PO2 nicht weiter anstieg. In dieser Position wurde die Sauerstoffmikroelektrode für den restlichen Versuchs-
verlauf fixiert.
Das Auge wurde dann abwechselnd mit den Perfusaten A, B bzw. Hu und Forellen-Ringerlösung perfun-
diert. Eine Umschaltung auf ein anderes Medium erfolgte jeweils, sobald sich ein stabiler PO2 eingestellt
hatte. Die Änderungen des intraretinalen PO2 und des Perfusionsdrucks wurden aufgezeichnet.
3.5 Analytik
pH-Wert
Zur Bestimmung des pH-Wertes von Lösungen, Blutproben oder Erythrozytensuspensionen wurde eine
temperierte pH-Mikroelektrodenanordnung verwandt (G32, S. 98). Das Gerät wurde auf die Versuchstem-
peratur von 15°C temperiert. Das Signal der pH-Elektrode wurde an jedem Versuchstag mit Präzisionspuf-
fern (G33, S. 98) kalibriert.
Gesamt-Sauerstoffkonzentration
Der Gesamt-Sauerstoffgehalt von Blutproben oder
Erythrozytensuspensionen wurde mit einem Tas-
Con (G34, S. 98) gemessen.
In einer Extraktionskammer wird durch chemische
Umwandlung des Hämoglobins einer Blutprobe der
O2 von seiner Bindung an Hämoglobin gelöst. Dieser
O2, sowie der in dem Flüssigkeitsanteil der Probe
physikalisch gelöste O2, werden dann durch einen
kontinuierlichen Trägergasstrom, aus der Extrakti-
onskammer in die Messzelle des TasCons gespült. In
der Messzelle befindet sich eine polarographische
Sauerstoffelektrode mit einer großflächigen Kathode,
an der der O2 während des Gasstromes durch Mess-
zelle vollständig reduziert wird. Dies führt zu einem
Peak im Signal der polarographischen Elektrode.
Die Menge des reduzierten O2 entspricht dem Inte-
gral des Peaks. Das TasCon wird durch Injektion von
Luftproben mit bekanntem Sauerstoffgehalt geeicht.
Als Extraktionsgefäß konnte nicht die mit dem Ge-
rät gelieferte Standardkammer verwandt werden.
Bei dieser Kammer perlt das Trägergas (G35, S. 98)
durch die Lösung und führte so bei Blut- bzw. Plas-
maproben zu starkem Aufschäumen.
Es wurde daher eine spezielle Kammer für Blut-
und Plasmaproben angefertigt (s. Zeichnung 11), in
der das Trägergas nicht durch die Lösung, sondern
durch einen Gaszufluss-Port knapp oberhalb des
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Zeichnung 11: Extraktionskammer zur Gesamt-
O2-Gehalts-Bestimmung.
Die Probe wurde durch ein Septum direkt in die Extrakti-
onslösung injiziert, in der O2 von Hämoglobin freigesetzt
wird. Der O2 gelangte dann mit dem Trägergas zur Mess-

















3. Material und Methoden
Flüssigkeitsspiegels geleitet wurde. Die Extraktion des O2 aus der Lösung wurde durch einen Magnetrührer
unterstützt.
Die Extraktionskammer wurde mit 1 ml der von TUCKER (1967) beschriebenen Lösung (G36, S. 98) plus
10 µl 1-Octanol befüllt. Das Trägergas wurde durch eine Edelstahlkanüle durch den Deckel der Kammer in
die Extraktionskammer eingeleitet. Eine knapp über dem Gefäßboden seitlich angebrachte Bohrung, die
durch ein Septum verschlossen wurde, diente als Injektionsport für Proben (Volumen 10 µl). Diese wurden
direkt in die Extraktionslösung injiziert. Auf den Deckel der Kammer war ein Vierwege-Ventil (G31, S. 98)
montiert, durch das der Gasstrom entweder zur Messung der Gesamt-O2-Konzentration in die Messzelle des
TasCon, oder zum Spülen der Kammer zur Ausströmöffnung geleitet werden konnte.
Gesamt-Kohlendioxid-Gehalt
Der Gesamt-CO2-Gehalt, die Konzentration
an Bikarbonat und gelöstem CO2, wurde in
erythrozytenfreiem Suspensionsmedium be-
stimmt. Dazu wurden Blut oder Erythrozy-
tensuspension in Hämatokrit-Glasröhrchen
(Volumen 40 µl, G37, S. 98) in einer Com-
pur-Zentrifuge (G38, S. 98) zentrifugiert und
der Überstand für die Messung verwandt.
Die Bestimmung des Gesamt-CO2-Gehaltes
erfolgte nach Extraktion mit einem URAS
(Ultra-Red-Absorbance-Spectrophotometer,
G39 S. 98). Für dieses Messsystem wurde
eine spezielle Kammer (s. Zeichnung 12,
HETZ und WASER, unveröffentlicht) eingesetzt.
Die Kammer bestand aus einem Deckel mit
zwei Gasanschlüssen für die Zu- und Ablei-
tung des Trägergases (N2, G40, S. 98), zwei
Anschlüssen für die Zufuhr und Abfuhr des
Extraktionsmediums (0,1 M H2SO4), sowie
dem Injektionsport für die Proben. Darunter
befand sich eine Halterung mit einem einge-
steckten Probengefäß aus Glas.
Das Trägergas wurde mit konstanter Flussra-
te (G7, S. 96) von 50 ml min-1 durch die Re-
ferenzkammer des URAS, von dort in die Extraktionskammer und dann durch die Messkammer des URAS
geleitet (HETZ, 1994). Durch die Extraktionskammer wurde mit kontinuierlicher Rate Säure eingepumpt und
mit geringfügig höhere Rate wieder abgesaugt. Die leicht erhöhte Absaugrate verhinderte eine Überfüllung
der Kammer mit Säure und ein Eindringen der Säure in die Messkammer des URAS. Zur Analyse einer Pro-
be wurde die Säureabsaugung mit einem Magnetventil kurzzeitig verschlossen, um die Probe für eine aus-
reichende Extraktionszeit in der Messkammer zu halten. Durchmischung der Probe mit Säure wurde durch
einen Magnetrührer im Glasgefäß bewirkt.
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Zeichnung 12: Extraktionskammer für Gesamt-CO2-
Messung.
Die durch den Injektionsport eingegebene Probe wird mit der ein-
strömenden Säure in das Extraktionsgefäß gespült. Das extrahierte



















3. Material und Methoden
Der Injektionskanal mündete im Zuflusskanal für die Säure, so dass injizierte Proben, in der Regel je 20 µl,
durch einströmende Säure in das Extraktionsgefäß transportiert wurden. Nach Umwandlung des Bikarbonats
in CO2 und Übertritt in die Gasphase gelangte das CO2 mit dem Trägergas in die Messkammer des URAS.
Das durch die Säure extrahierte CO2 veränderte die Infrarot-Absorption des Trägergases und resultierte in
einem Peak im Signal des URAS, der mit Hilfe eines Computer integriert wurde. Zur Eichung der Messsys-
tems wurden Proben bekannter Bikarbonatkonzentration injiziert.
Nach Ende der Analyse eines Peaks öffnete sich das Magnetventil der Säureabsaugung automatisch und
Probe und eingeleitete Säure wurden abgesaugt.
Die Bikarbonatkonzentration wurde aus dem Gesamt-CO2-Konzentration berechnet, indem der Anteil physi-
kalisch gelösten CO2 vom Gesamt-CO2-Gehalt subtrahiert wurde. Die Bestimmung dieser physikalisch ge-
lösten Fraktion erfolgte aus dem PCO2, mit dem die Proben äquilibriert worden waren, und einem nach
HEISLER (1986) für die jeweiligen Lösungen berechneten Löslichkeitskoeffizienten.
Sauerstoffpartialdruck
Der PO2 von Blutproben oder Erythrozytensuspensionen wurde mit polarographischen Sauerstoffelektroden
(G41, S. 98) in einer auf die Versuchstemperatur von 15°C thermostatisierten Kammern (N. HEISLER und W.
NÜSSE in: BRIDGES, 1983) gemessen. Die Eichung der Sauerstoffelektroden erfolgte durch Durchleiten von
Luft und N2 durch die Messkammer. Der Korrekturterm „Blut-Gas-Faktor“, eine unterschiedliche Empfind-
lichkeit der Elektroden gegenüber Gasen (Eichung) und Flüssigkeiten (Proben), wurde durch Messung einer
mit Luft äquilibrierten Blutprobe bestimmt.
Hämatokrit
Der Hct wurde mit einer Compur-Zentrifuge (G38, S. 98) mit Hämatokritröhrchen von ca. 9 µl Volumen
oder Plasmagewinnungsröhrchen mit einem Volumen von 40 µl (G37, S. 98) bestimmt.
3.6 Sauerstoffmikroelektroden
3.6.1 Herstellung
Die für die intraokulare Sauerstoffmessungen eingesetzten Sauerstoffmikroelektroden (Schema s. Zeich-
nung 13, S. 38) wurden in Anlehnung an die Methode von LINSENMEIER und YANCEY (1987) angefertigt. Die
Herstellung erforderte folgende Schritte (Details s.u.): Ausziehen der Kapillaren, Kürzen der Spitzen auf
den gewünschten Durchmesser, Füllen mit niedrigschmelzender Metalllegierung unter Belassung eines
Hohlraumes im Bereich der Kapillarspitze („Recess”), Einlöten eines Kupferdrahtes in die Legierung für
elektrischen Anschluss, elektrolytische Gold-Plattierung der Legierungsoberfläche im Hohlraum der Kapil-
larspitze, Testen der Elektrode.
Unbehandelte 1 mm – Borosilikat-Glaskapillaren (G42, S. 98) wurden mittig in einen Horizontal-Kapillar-
puller (G43, S. 98) eingespannt und zu zwei gleichen Kapillaren mit einem Spitzendurchmesser von < 1 µm
ausgezogen. Zum Füllen mit der Metalllegierung wurde durch Kürzen der Spitzendurchmesser auf ca. 5 µm
vergrößert. Dazu wurden die Spitzen der Kapillaren mittels eines Mikromanipulators (G23, S. 97) schräg
auf einen Objektträger aufgesetzt, so dass nur die zu kürzende Spitze über die Kante des Objektträgers hin-
ausragte. Diese wurde dann durch Entlangfahren an der Objektträgerkante mit einem weiteren Objektträger
abgebrochen.
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Zur Füllung der Kapillaren mit Metall wurde eine Legierung nach LINSENMEIER und YANCEY (1987, G44, S.
98) verwandt. Diese Legierung zeichnet sich durch einen sehr niedrigen Schmelzpunkt von 47,2°C aus und
hat gegenüber der häufig für ähnliche Zwecke verwandten „Woods Metal“ – Legierung einen wesentlich
kleineren Ausdehnungskoeffizienten. Diese Eigenschaft führte zu einer erheblichen Erhöhung der Ausbeute
bei der Elektrodenfertigung.
Zur Herstellung kurzer Stifte dieser Legierung wurde etwas Metall im Trockenschrank (G3, S. 96) bei 60°C
geschmolzen. Gleichzeitig wurde eine Einmalspritze mit einem angeschlossenem PE20 – Schlauch (G1, S.
96) ebenfalls im Trockenschrank aufgewärmt. Die verflüssigte Legierung wurde in den PE20-Schlauch ein-
gezogen und erstarrte bei Raumtemperatur in wenigen Sekunden. Der gefüllte PE-Schlauch wurde anschlie-
ßend in Stücke von ca. 8 mm Länge geschnitten und die Metallkerne entnommen.
Je ein Metallstift wurde in eine Kapillare bis zur Schulter eingeschoben und durch Auflegen der Kapillare
auf eine Heizplatte bei einer Temperatur von 56°C geschmolzen. Durch Ausschleudern der Kapillare von
Hand wurde die Legierung weiter in die Spitze vorgetrieben. Das Lumen der Kapillare war dann im Schul-
terbereich vollständig mit Legierung gefüllt. Anschließend wurde die Legierung erneut geschmolzen und
mit Druck unter Belassung eines Recesses bis in die Spitze der Kapillare vorgeschoben. Dazu wurde die Ka-
pillare horizontal in einen Mikromanipulator (G23, S. 97) eingespannt. An das hintere Ende wurde über
einen Schlauch mit einem T-Stück eine Luftpumpe (G4, S. 96) angeschlossen. Die Kapillare wurde jetzt un-
ter mikroskopischer Kontrolle an die Heizplatte gebracht. Nach Schmelzen der Legierung und Einschalten
der Luftpumpe wurde das Metall durch den Luftdruck bis in die Spitze vorgedrückt. Dieser Vorgang wurde
durch ständiges leichtes Klopfen an die Kapillare unterstützt. Sobald die Legierung bis auf ca. 100 µm an
das Ende der Kapillare vorgedrungen war, wurde die Heizplatte entfernt. Durch Anblasen der Kapillare von
der Spitze her wurde die Legierung abgekühlt.
Im nächsten Arbeitsschritt wurde für den elektrischen Anschluss der Elektrode ein Kupferdraht in die Le-
gierung eingelötet. Die Elektrode wurde erneut horizontal in den Mikromanipulator eingespannt und soweit
durch eine Heizwendel geschoben, dass beim Einschalten der Heizwendel nur der hinterste Bereich der Le-
gierung schmolz.
In die geschmolzene Legierung wurde der Kupferdraht eingeschoben und durch Ausschalten der Heizwen-
del und leichtes Anblasen eingelötet. Mit einen Tropfen Cyanoacrylatkleber wurde der Kupferdraht am hin-
teren, offenen Ende der Kapillare fixiert. Für späteren Anschluss an die Messelektronik wurde ein Miniatur-
stecker angelötet.
Abschließend wurde die Oberfläche der Legierung im Recess elektrolytisch mit Gold beschichtet. Hierzu
wurde die Spitze der Elektrode in Plattierungslösung (G45, S. 99) getaucht. Als Anode diente ein Platin-
draht in der Lösung. Nach Anlegen einer Spannung von 1,5 V an Elektrode und Anode wurde der Fortschritt
der Goldabscheidung unter dem Mikroskop kontrolliert. Die endgültige Länge des Recesses wurde mit ei-
nem Messokular überwacht und über die Dauer der Plattierungszeit geregelt (s. Zeichnung 13, S. 38).
3.6.2 Testverfahren
Fertige Elektroden wurden für 24 h mit der Spitze in Wasser eingetaucht aufbewahrt und anschließend auf
ihre Empfindlichkeit getestet. Dazu wurden sie in ein Gefäß mit 0,9%iger NaCl-Lösung eingetaucht, die
über eine Glasfritte mit N2 (G40, S. 98), Luft oder verschiedenen Gasgemischen äquilibriert werden konnte.
Als Referenzelektrode wurde ein chlorierter Silberdraht in die Lösung eingetaucht. Elektroden, die in luft-
äquilibrierter Lösung ein zu hohes Signal aufwiesen, wurden verworfen. Zur zusätzlichen Charakterisierung
wurden von einigen Elektroden Polarogramme aufgezeichnet.
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Die Linearität der Sauerstoffmikroelektroden wurde durch Aufzeichnung des Elektrodensignals bei ver-
schiedenen PO2 von 0 bis 760 Torr überprüft. Unterschiedliche PO2 – Werte wurden durch Mischungen von
N2 und O2 (G40, S. 98) mit Präzisions-Gasmischpumpen (G28, S. 97) eingestellt.
Nach dem Test wurden die Elektroden erneut für 24 h gewässert und bis zur Verwendung trocken gelagert.
3.6.3 Messverfahren
Die Sauerstoffmikroelektrode wurde an den invertierenden Eingang eines Operationsverstärkers (s.
Zeichnung 14, S. 39 „OPA128“, G46, S. 99) angeschlossen, an dessen nicht invertierenden Eingang die Po-
larisationsspannung von -0,8 V angelegt wurde. Da bei der Reduktion von O2 an der Mikroelektrode nur
sehr kleine Ströme im nA-Bereich auftreten, wurde dieser Operationsverstärkertyp ausgewählt: er weist ei-
nen sehr kleinen Eingangswiderstand und damit sehr geringen Fehlerstrom auf. In den Rückkopplungspfad
des Operationsverstärkers war ein 1 GΩ-Widerstand und ein 1 nF-Kondensator eingelötet (s. Zeichnung 14,
S. 39 „R“ und „C“). Der Widerstand im Rückkopplungspfad diente der Strom-Spannungs-Wandlung. Es
wurde ein Widerstand mit einem sehr hohen Widerstandswert ausgewählt, damit bei den sehr kleinen Strö-
men bei der Sauerstoffmessung eine messbare Spannungsänderung erzielt werden konnte. Bei Abwesenheit
von O2 an der Mikroelektrode fließt kein Strom und am Ausgang des Operationsverstärkers liegt die Polari-
sationspannung an. Bei der Reduktion von O2 an der Mikroelektrode fließt ein Strom durch die Elektrode
und damit auch durch den Widerstand, wodurch an dem Widerstand eine Spannung abfällt, die zu einer Ver-
änderung der Spannung am Ausgang des Operationsverstärkers führt.
Ein nachgeschalteter Instrumentenverstärker (s. Zeichnung 14, S. 39 „INA114“, G46, S. 99) misst die Diffe-
renz zwischen der fest eingestellten Polarisationsspannung und der durch die Reduktion von O2 an der Mi-
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Zeichnung 13: Schematischer Aufbau einer Sauerstoffmikroelektrode.
Eine zu einer feinen Spitze ausgezogene Kapillare wurde erst unter Belassung eines Recess mit einer niedrig-
schmelzenden Metalllegierung gefüllt, in die ein Kupferdraht mit Stecker eingelötet wurde. Auf die Oberfläche der
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kroelektrode veränderte Spannung am Aus-
gang des Operationsverstärkers. Dieses dem
PO2 proportionale Signal wurde mit einem
Labormessverstärker für die weitere Verar-
beitung konditioniert.
Der Operationsverstärker war in eine abge-
schirmte Headstage eingebaut, die über ei-
nen Anschlussstutzen an einem Mikromani-
pulator (G20, S. 97) befestigt werden konn-
te. An der Vorderseite der Headstage war ei-
ne Stange zur Befestigung der Sauerstoffmi-
kroelektrode angebracht. Die Mikroelektro-
de wurde über feine Teflon-isolierte Buch-
sen direkt an der Frontseite der Headstage
zusammen mit der Referenzelektrode ange-
schlossen.
Die Referenzelektrode für die intraretinale
PO2 – Messung wurde in der Rückenmusku-
latur des Versuchstieres implantiert. Hierzu
wurde direkt hinter dem Kopf der narkoti-
sierten Forelle ein kurzer Schnitt in der Rü-
ckenmuskulatur gesetzt, in den ein ringför-
mig gebogener chlorierter Silberdraht als
Referenzelektrode eingesetzt wurde. Der Schnitt wurde durch eine Naht wieder verschlossen und der ablei-
tende Silberdraht so fixiert.
3.7 Datenerfassung und -auswertung
Die kontinuierliche Aufzeichung der Versuchsdaten erfolgte mit einem Computer.
Die einzelnen Signale wurden über analoge Isolations-Labormessverstärker (N. HEISLER, Eigenbau) geeignet
verstärkt und an eine Analog/Digital-Wandlerkarte (G47, S. 99) weitergeleitet. Die digitalisierten Signale
wurden dann mit speziell für die Anforderungen der einzelnen Versuche programmierten ViewDAC- bzw.
TestPoint-Programmmodulen (G48, S. 99) verarbeitet und auf Festplatte gespeichert.
Die elektrischen Signale wurden mit bekannten Standards (pH: Präzisionseichpuffer, G33, S. 98; PO2: Luft
und N2, G40, S. 98; Druck: Druckeichgerät, G12, S. 96) täglich, in einigen Fällen mehrmals täglich, kali-
briert.
Geringfügige Abweichungen zwischen Eichungen vor und nach dem Versuch wurde rechnerisch kompen-
siert. Dabei wurde davon ausgegangen, dass sich das entsprechende Signal über den gesamten Versuchszeit-
raum kontinuierlich verändert hatte.
Signale niedriger Frequenz
Signale, die keine hohe zeitliche Auflösung erforderten, wurden mit einer Frequenz von 8 Hz erfasst und
über die Berechnung eines Blockmittelwertes über 2 s mit 0,5 Hz aufgezeichnet. Dazu gehörten die Signale
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Zeichnung 14: Schematischer Schaltplan für die
Messung mit Sauerstoffmikroelektroden.
Über die Rückkopplung des Operationsverstärkers liegt an der Elek-
trode eine konstante Polarisationsspannung an. Durch Reduktion von
O2 an der Spitze der Elektrode ändert sich die Ausgangsspannung des
Operationsverstärkers, die dann durch einen Instrumentenverstärker
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für pH, PO2 (Blutproben und Mikroelektrode) und die Druckmessungen (Augeninnendruck, Blutdruck, Per-
fusionsdrucke).
pH-Signal: Das Signal der pH-Messung wurde mit einer speziellen Analyseroutine automatisch ausgewer-
tet (s. Abbildung 1). Die Routine wurde durch einen Trigger manuell gestartet. Ein untergeordnetes Pro-
grammmodul kontrollierte dann nach einer initialen Wartephase von 1 min die Drift des Signals der pH-
Elektrode. Sobald diese Drift über einen Zeitraum von 10 s kleiner als 0,002 pH-Einheiten min-1 war, wurde
der pH-Wert abgespeichert (s. Abbildung 1).
Sauerstoffpartialdruck: Das Signal der PO2-Elektrode konnte während des Versuchsverlaufs nicht automa-
tisch analysiert werden. Nach Beendigung des Versuchs wurden daher die einzelnen PO2-Werte anhand der
Daten der kontinuierlichen Aufzeichnung separat ausgewertet. Da sich bei der Messung des PO2 in Blutpro-
ben wegen des Sauerstoffverbrauchs der Erythrozyten kein konstantes Signal einstellt (BRIDGES, 1983), wur-
de durch lineare Regression der PO2 auf den Zeitpunkt der Probeninjektion extrapoliert (s. Abbildung 2, S.
41): Hatte sich eine konstante Änderung des Signals eingestellt, so wurde über diesen Abschnitt eine lineare
Regression berechnet. Mit Hilfe der Regressionsformel wurde dann der PO2 der Probe zum Zeitpunkt der
Probeninjektion berechnet. Die im Vergleich zur Messperiode unwesentliche Verzögerung zwischen Pro-
benentnahme und -injektion in die Messkammer wurde vernachlässigt.
Bei der Messung mit Sauerstoffmikroelektroden wurden die relevanten Bereiche aus der Datenaufzeichnung
herausgesucht und über Perioden mit weitgehend konstantem Signal wurde der Mittelwert berechnet.
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Abbildung 1: Aufzeichnung und Analyse des pH-Signals.
Nach dem Spülen und Trocknen der pH-Elektrode wurde eine neue Probe eingegeben und durch einen Trigger wurde die
Auswertung gestartet („Einbringen einer neuen Probe“). Das Programm wartete dann erst eine Minute und überwachte
anschließend die Drift des pH-Signals. Blieb die Drift für 10 s unter einem Schwellenwert von 0,002 pH-Einheiten min- 1,
wurde der pH-Wert gespeichert („Speichern des pH-Wertes“).
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Druckmessungen: Alle Druckmessungen wurden mit der oben angegebenen Datenerfassungsrate aufge-
zeichnet. Absolute Kalibrierung erfolgte nach Messung von konstanten Eichdrucken (G12, S. 96).
Signale mittlerer Frequenz
Signale, die eine etwas höhere zeitliche Auflösung erforderten, wurden mit einer Frequenz von 8 Hz erfasst
und aufgezeichnet. Dazu gehörten die Signale: Gesamt-O2- und -CO2-Konzentration (Peakintegration) sowie
die Herzschlagfrequenz (Auswertung der periodischen Blutdruckänderungen).
Gesamt-O2- und -CO2-Konzentration: Bei beiden Messsystemen entstand durch Analyse einer Probe ein
Signalpeak, dessen Fläche über Integration mit einem eingebundenen Programmmodul berechnet wurde.
Die Fläche des jeweiligen Peaks wurde nach Beendigung der Integration in eine Tabelle gespeichert.
Überschritt das jeweilige Signal einen Schwellenwert, so erkannte das Programmmodul automatisch den
Beginn eines Peaks und startete die Integration. Zusätzlich wurden die letzten 10 s vor der Peakerkennung
mit in die Integralberechnung einbezogen. Nach Unterschreiten des Schwellenwertes am Ende des Peaks
wurde die Berechnung des Integrals noch für 1 min fortgesetzt, dann erst wurde der Integralwert gespei-
chert. Die Schwellenwerte sowie die Zeitperioden, die vor und nach der eigentlichen Peakerkennung noch in
die Integralberechnung einbezogen wurden, wurden nach eine Reihe von Testmessungen anhand der erhal-
tenen Peaks festgelegt und in das Programmmodul einprogrammiert.
Herzschlagsignal: Die periodische Änderungen des Blutdrucks wurden als Herzschlagsignal gespeichert.
Das Signal wurde zusätzlich während der laufenden Messung kontinuierlich ausgewertet: zur Bestimmung
der Herzschlagamplitude wurden alle 2 s der minimale und maximale Wert dieser Periode aufgezeichnet.
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Abbildung 2: Aufzeichnung und Analyse des Signals der Sauerstoffelektrode.
Der PO2 ist gegen die Messzeit aufgetragen. Im Bereich einer konstanten Drift des PO2-Signals wurde eine lineare Re-
gression berechnet, über die auf den PO2  zum Zeitpunkt der Probeninjektion extrapoliert wurde.
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3. Material und Methoden
Die Herzschlagfrequenz wurde durch eine Fast Fourier Transformation berechnet. Dazu wurden Daten-
blocks von jeweils 8 s ausgewertet.
Signale hoher Frequenz
Elektroretinogramm und LED-Signal: Die an der LED anliegende Spannung wurde zur Erfassung des
Ein- und Ausschaltzeitpunktes aufgezeichnet. Beide Signale, ERG und LED, wurden mit einer Frequenz
von 5 kHz über eine Zeit von 5 s aufgezeichnet. Zusätzlich zur Speicherung der Originaldaten erfolgte eine
Umrechnung der ERG-Signale (s. Abbildung 3, S. 43). Dazu wurde die Datenerfassungsrate der ERGs
durch Blockmittelwertbildung von jeweils 10 Werten auf eine effektive Messfrequenz von 500 Hz reduziert.
Gleichzeitig wurde der Verstärkungsfaktor des Labormessverstärkers zur Berechnung der tatsächlichen Sig-
nalamplitude einberechnet und das ursprüngliche ERG-Signal um den Signalwert vor Einschalten des Licht-
reizes kompensiert.
Von jedem ERG wurden außerdem die Amplituden der a- und b-Wellen sowie die Verzögerungen der bei-
den Wellen in zeitlicher Relation zur Reizauslösung berechnet und aufgezeichnet (s. Abbildung 3, S. 43).
Blutflussmessung mit Ultraschall-Doppler: Die Datenerfassungsrate bei den Experimenten zur Blutfluss-
messung in der aPA betrug 2560 Hz, wobei die Daten in Blöcken von 512 Werten (5 Hz) analysiert wurden.
Zur Aufzeichung des Dopplersignals wurde ein Audio-Ausgang des Directional Pulsed Doppler Flowmeters
(G14, S. 97) verwendet. An diesem Ausgang konnte direkt die durch den Fluss verursachte Dopplerfrequenz
abgegriffen werden. Diese wurde alle 200 ms mittels einer Fast Fourier Transformation analysiert, welche
als Ergebnis eine Liste von Frequenzen von 0 bis 1280 Hz mit einer Auflösung von 5 Hz ergab, sowie die zu
jeder Frequenz gehörende Magnitude und Phase. Der über die Magnituden gewichtete Mittelwert der Fre-
quenzen wurde berechnet und stellte die mittlere Dopplerfrequenz während der analysierten Zeitspanne von
200 ms dar. Dieser Wert wurde mit 5 Hz gespeichert.
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3. Material und Methoden
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Abbildung 3: Auswertung der aufgezeichneten Elektroretinogramme (ERG).
Ausgehend vom Einschaltzeitpunkt der LED wurden die Verzögerungen der Peaks der a- und b-Welle ausgewertet.
Die Amplituden der beiden Wellen wurden in Relation zum Vorlauf des Signals vor Reizauslösung bestimmt.



















































4.1 Eigenschaften von Sauerstoffmikroelektroden
Die für die intraretinale PO2-Messung entwickelten Sauerstoffmi-
kroelektroden wiesen einen Spitzendurchmesser von < 10 µm und
eine mittlere Recess-Länge von 77 µm auf (S.D. = 20,4 µm, n =
42, Max = 121,4 µm, Min = 21,6 µm) (s. Abbildung 4). Bei ei-
nem PO2 von 156,5 Torr (Luft) lieferten die Elektroden ein Signal
von 27 pA (S.D. = 12,5 pA, n = 78, Max = 68 pA, Min = 5,3 pA).
Dies entspricht einer Menge an reduziertem O2 von 70 amol s-1.
Bei Änderung der Polarisationsspannung an der Kathode (Polaro-
gramm, s. Abbildung 5) zeigten die Sauerstoffmikroelektroden
den für polarographische Sauerstoffelektroden typischen Signal-
verlauf (WHALEN et al., 1967; LÜBBERS et al., 1969; LINSENMEIER
und YANCEY, 1987; HAUPT et al., 1991; OBER und SHARP, 1996). In
einer luftäquilibrierten Lösung steigt mit abnehmender Polarisati-
onsspannung das Signal der Sauerstoffelektrode zuerst langsam,
dann schnell an und erreicht einen Plateau-Wert bei Polarisati-
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Abbildung 5: Polarogramm einer Sauerstoffmikroelektrode.
Aufgetragen ist das verstärkte Signal einer Sauerstoffmikroelektrode in luftäquilibrierter Lösung in Abhängigkeit
von der angelegten Polarisationsspannung. Im Plateaubereich von ca. 0,6 – 1,0 V wird der O2 an der katalytischen






















der Spitze einer Sauerstoffmikro-
elektrode.
Die Länge des Recess beträgt ungefähr
80 µm, der Spitzendurchmesser ca. 5 µm.
50 µm
4. Ergebnisse
onsspannungen zwischen ca. -0,6 und 1,0 V. Bei weiterer Erhöhung der Polarisationsspannung steigt das
Signal erneut deutlich an.
Der erste Anstieg des Signals zwischen -0,2 und -0,5 V Polarisationsspannung wird durch die bei zuneh-
mender Polarisationsspannung verstärkte Sauerstoffreduktion an der Kathode verursacht. Das Signal ist
noch nicht durch die Diffusionsrate des O2 zur Kathode begrenzt, da der zur Kathode diffundierende O2 nur
teilweise reduziert wird. Im Bereich des Plateaus zwischen ca. -0,6 und -1,0 V Polarisationsspannung wird
dann der gesamte zur Kathode diffundierende O2 reduziert. Das Signal der Elektrode wird daher in diesem
Bereich durch die Diffusionsrate des O2 zur Kathode beschränkt und ist proportional zum PO2. Bei einer
weiteren Erhöhung der Polarisationsspannung über -1,0 V hinaus werden Protonen zu Wasserstoff reduziert.
Das Signal der Elektrode steigt dadurch plötzlich an, ist aber jetzt nicht mehr allein vom PO2 abhängig und
damit nicht mehr proportional zum PO2.
Für den Betrieb der Sauerstoffelektroden wurde eine Polarisationsspannung von -0,8 V gewählt. Diese liegt
im Bereich des Plateaus, in dem O2 quantitativ umgesetzt wird und noch unterhalb der für die Sauerstoff-
messung maximal einsetzbaren Spannung von ca. -1,0 V.
Die Sauerstoffmikroelektroden wiesen über einen PO2-Bereich von 0 bis 760 Torr eine Linearität von
0,99987 auf (Mittelwert der einzelnen Korrelationen, S.D. = 0,00023, n = 15, s. Abbildung 6).
Wegen der in den Glasschaft zurückgezogenen katalytischen Oberfläche waren die Elektroden gegen Rüh-
ren unempfindlich (s. auch SCHNEIDERMAN und GOLDSTICK, 1978).
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Abbildung 6: Linearität unterschiedlich empfindlicher Sauerstoffmikroelektroden.
Es ist jeweils der durch die Elektrode erzeugte Strom (I) in Abhängigkeit vom PO2 in der Lösung aufgetragen. Die



































r = 0,99998 r = 0,99958
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4. Ergebnisse
4.2 Gefäßversorgung des Forellenauges
Wie schon von MÜLLER (1839) für den Dorsch (Gadus morhua), von GOODRICH (1930) für Salmoniden und
von COPELAND (1980) für die Regenbogenforelle beschrieben, wird das choroidale Rete mirabile allein von
der A. ophthalmica, die die efferente Arterie der Pseudobranchie darstellt, mit Blut versorgt. Die Pseudo-
branchie wiederum erhält oxygeniertes Blut aus der efferenten Arterie des ersten Kiemenbogens (s. Abbil-
dung 7).
Die efferente Arterie des ersten Kiemenbogens (= aPA) durchbricht den Basohyal und verläuft dann in cau-
daler Richtung auf der Außenseite des Hyalbogens über Cerato-, Epi- und Stylohyal. Ungefähr in der Mitte
ihres Verlaufs über den Ceratohyal zweigt ventral ein Gefäß von der aPA ab, das zur Spitze des Unterkiefers
zieht. Auf dem Epihyal biegt die aPA in dorsale Richtung ab. Auf den Stylohyal zweigt ein weiteres Gefäß
von der aPA Richtung cranial (in Abbildung 7 nicht sichtbar) ab und versorgt wohl Opercularmuskel. Die
aPA tritt dann am ventralen distalen Pol der Pseudobranchie in diese ein und fächert sich in feinere Gefäße
auf. Die efferente Arterie der Pseudobranchie verlässt diese an ihrem ventralen, proximalen Pol und verläuft
weiter Richtung Körpermitte, wo sie oberhalb des Parasphenoid über eine dünne Anastomose mit der kon-
tralateralen efferente Pseudobranchienarterie verbunden ist (s. Abbildung 8, S. 48).
Ausgehend von der nur wenige Millimeter langen Anastomose zwischen den efferenten Arterien der Pseu-
dobranchien der beiden Körperseiten verläuft die efferente Arterie der Pseudobranchie (= A. ophthalmica)
nach dem Eintritt in die Augenhöhle in dorsaler Richtung und dann entlang des Sehnervs bis zum Auge.
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Abbildung 7: Verlauf der afferenten Arterie der Pseudobranchie.
Gefäßausguss einer Forelle, durch Entfernung des Operculums und des Maxillarbogens teilweise freipräpariert. Die













4.3 Aufbau der Retina
Die Retina der Regenbogenforelle weist die für Wirbeltiere übliche Abfolge der Zellschichten auf (OYSTER,
1999; s. Abbildung 9, S. 49). Auf das außen gelegene Pigmentepithel (PE) folgen die lichtempfindlichen
Zellfortsätze der Photorezeptorzellen (PRL = photoreceptor layer). Durch eine deutliche Linie (= äußere li-
mitierende Membran: OLM = outer limiting membrane) abgetrennt folgt dann die äußere Körnerschicht
(ONL = outer nuclear layer), die aus den Zellkörper der Photorezeptorzellen besteht. Die OLM ist in
Schnitten der Retina meist als markante Grenze zwischen den PRL und der ONL zu erkennen, obwohl hier
histologisch keine Membran im Gewebe vorliegt. Die relativ scharf erscheinende Trennlinie kommt viel-
mehr durch die Müller´schen Stützzellen der Retina zustande, die an dieser Linie tight junctions mit den
Photorezeptoren bilden. Es schließen sich die äußere plexiforme Schicht (Dendrite der Photorezeptorzellen
zur nächsten Zellschicht: OPL = outer plexiform layer), die innere Körnerschicht (Zellkörper der Horizon-
tal-, Bipolar- und Amakrin-Zellen: INL = inner nuclear layer), die innere plexiforme Schicht (Dendrite der
Ganglionzellen: IPL = inner plexiform layer), die Ganglionzellschicht (Zellkörper der Ganglionzellen: GCL
= ganglion cell layer) und letztendlich die Axonschicht (Axone der Ganglionzellen, die durch den Sehnerv
ins Gehirn verlaufen: NFL = nerve fiber layer) an. Die innere limitierende Membran (ILM) bildet die innere
Begrenzung der Retina zum Glaskörper.
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Abbildung 8: Gefäßausguss einer Forelle - Bereich der Kiemen und Augen von dorsal.
Die efferenten Arterien der Pseudobranchien der beiden Körperseiten sind über eine dünne Anastomose miteinander
verbunden und führen dann als A. ophthalmica weiter zum Auge, wo sie die einzige Gefäßversorgung des choroida-










Die Stärke der Retina der Regenbogenforelle betrug 407 µm (s. Tabelle 1, S. 49). Stärkste Schicht mit
146 µm war der Bereich des PE und der Photorezeptoren. Diese Schicht entspricht der Distanz von der
Bruch´schen Membran bis zur OLM. Eine getrennte Messung der Dicke von PE und PRL war wegen der
Einbettung der lichtempfindlichen Bereiche der Sinneszellen in das PE und der Verteilung des Pigments
nicht möglich (s. Abbildung 9,
S. 49). Der vergleichsweise ho-
he Standardfehler der Dicke
von PE und PRL wird durch
die unterschiedliche Stärke die-
ser Schicht von der Peripherie
(Ora serrata) zu zentralen Be-
reichen der Retina (posteriorer
Augenpol) verursacht. In den
Randbereichen ist die PRL
deutlich dünner als am posteri-
oren Augenpol.
Die nächsten vier Schichten der
Retina, ONL, OPL, INL und
IPL machen ca. 44% der Dicke
der Retina aus. Sie weisen über
die gesamte Retina eine unifor-
me Stärke auf.
Der Bereich der GCL und NFL
hatte eine Stärke von 83 µm.
Auch hier weist der hohe Stan-
dardfehler auf eine ungleich-
mäßige Stärke der Schichten in
der Retina hin. Im Bereich der
Ora serrata ist insbesondere
die NFL wegen der geringen
Anzahl an Axone noch sehr
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Tabelle 1: Stärke der einzelnen Retinaschichten in µm und Gesamtdicke.
(N = 3 [Anzahl Forellen], n ≥ 29 [Einzelmessungen pro Retinaschicht])
PE+PRL: pigment epithelium + photoreceptor layer, ONL: outer nuclear layer, OPL: outer
plexiform layer, INL: inner nuclear layer, IPL: inner plexiform layer, GCL+NFL: ganglion
cell layer + nerve fiber layer
PE+PRL ONL OPL INL IPL GCL+NFL
(µm)
146 42 26 52 58 83
S.E.M. 12,2 0,8 1,7 1,5 0,6 6,8
Σ 146 188 213 266 323 407
Fehler 14,2


















dünn. Ihre Stärke nimmt zum posterioren Augenpol hin markant zu und ist direkt neben dem Eintritt des
Sehnervs ins Auge am größten.
Bei der Messung der Dicke der Retina wurde eine Schrumpfung des Gewebes durch die Einbettung in Paraf-
fin auf 74% der ursprünglichen Größe berücksichtigt (WEIBEL, 1979).
4.4 In vivo – Versuche: Systemische Parameter
Die Kontrolle des pH-Wertes von arteriellem Blut aus der DA vor der Narkose und dem eigentlichen Expe-
riment ergab einen Mittelwert von 7,89 (s. Tabelle 2, S. 50). Durch künstliche Ventilation der Fische wurde
eine geringfügige, aber signifikante Erhöhung des arteriellen Plasma-pH-Wertes auf 8,02 verursacht (paired
t-Test, P < 0,001).
Der PO2 in Blutproben aus der DA betrug vor der Betäubung der Forellen 102 Torr und änderte sich wäh-
rend der künstlichen Ventilation der Forellen nicht signifikant (s. Tabelle 2).
Der Blutdruck lag während der Durchführung der Experimente bei den künstlich ventilierten Forellen bei
28 Torr. Die Herzschlagamplitude betrug 2,6 Torr.
Die Herzschlagfrequenz der betäubten Forellen während der Versuche betrug 1,23 Hz (s. Tabelle 2). Wäh-
rend des Verlaufs eines Versuches konnte in der Regel eine kontinuierliche leichte Abnahme der Herz-
schlagfrequenz beobachtet werden.
In einigen Fällen konnten während der Experimente Änderung des Blutdrucks ausgelöst durch eine Verän-
derung der Betäubungsmittelkonzentration und auch durch eine Änderung des PCO2 im Ventilationswassers
beobachtet werden. Die Injektion von Pancuronium® hatte meist einen kurzeitigen Anstieg des Blutdrucks
zur Folge. Ein Beispiel der kontinuierlichen Messung der systemischen Parameter ist in Abbildung 10, S. 51
dargestellt:
Die Aufzeichnung von Blutdruck, Herzschlagfrequenz und -amplitude startete bei 54 min mit dem An-
schluss des Drucksensors an den Aorten-Katheter.
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Tabelle 2: Systemische Parameter vor und während der in vivo – Experimente.
Der arterielle pH und PO2 wurden vor einem Experiment an unbetäubten Forellen überprüft. Während der Experi-
mente wurden der arterielle pH- und PO2-Wert durch wiederholte Entnahme von Blutproben kontrolliert und Blut-
druck sowie Herzschlagamplitude und -frequenz wurden kontinuierlich aufgezeichnet.
*: signifikanter Unterschied zum arteriellen pH-Wert unbetäubter Forellen
pH PO2 Blutdruck Herzschlag
Amplitude Frequenz
(Torr) (Torr) (Torr) (Hz)
Messwerte von unbetäubten









































































Kurz vor dem Anschluss des Katheters für die Druckmessung wurden zur Muskelrelaxation 30 µl Pancuro-
nium® injiziert, die den folgenden Anstieg des Blutdrucks bis zur ca. 80. min verursachten. Auch in der Am-
plitude des Herzschlags ist ein dem Blutdruck parallel verlaufender Anstieg zu verzeichnen. Die Herz-
schlagfrequenz betrug zu Beginn der Messung 1,5 Hz.
Nach der Beendigung der chirurgischen Eingriffe wurde bei ca. 145 min das Betäubungsmittel im Ventilati-
onswasser verdünnt. Dies hatte einen Anstieg des Blutdrucks von ca. 30 auf 40 Torr zur Folge. Im weiteren
Verlauf blieb der Blutdruck bei ca. 38 Torr konstant. Bei der Herzschlagamplitude und auch der Herzschlag-
frequenz ist zum gleichen Zeitpunkt ebenfalls ein leichter Anstieg der Werte zu beobachten, wobei beide
Parameter schnell wieder auf die Werte vor der Betäubungsmittelverdünnung zurückgingen.
Von 228 bis 232 min wurde die Messung aller drei Parameter für die Entnahme einer Blutprobe unterbro-
chen. Bei 265 min wurden dem Ventilationswasser wieder 40 mg l-1 MS222 für weitere Präparationen zuge-
geben. Die anschließende Abnahme des Blutdrucks um ca. 10 Torr sowie die Verringerung der Herzschlag-
amplitude sind deutlich zu erkennen. Bei 350 min wurde das Experiment beendet.
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Abbildung 11: Beispiel der Flussmessung in der afferenten Arterie der Pseudobranchie und
der parallelen Messung des Blutdrucks.
Es wurde die Flussrate (obere Abbildung) sowie der Blutdruck (untere Abbildung) gegen die Zeit (Versuchsverlauf)
aufgetragen.
Flussrate: schwarze Linie: Auflösung von 5 Hz, weiße Linie: Blockmittelwerte von jeweils 10 Werten (0,5 Hz). Die
Perioden des Verschlusses des kontralateralen Gefäßes sind grau hinterlegt. Die Blutdruckschwankungen zwischen




































4.5 Flussrate in der afferenten Arterie der Pseudobranchie
Der Blutfluss in der aPA betrug 216 µl min-1 (S.D. = 80 µl min-1, n = 8), auf das Gewicht der Forellen bezo-
gen 745 µl min-1 kg-1 (S.D. = 282 µl min-1 kg-1, n = 8). Durch Verschluss des kontralateralen Gefäßes stieg
der Blutfluss im ipsilateralen Gefäß signifikant (paired t-Test, P < 0,001) auf 135% des ursprünglichen Flus-
ses an (s. Abbildung 11, S. 52 und Tabelle 3).
Während der Eichung des Flusssignals, nach durchgeführter Flussmessung, wurde der Perfusionsdruck kon-
stant gehalten (  = 31,9 Torr, S.D. = 5,8 Torr, n = 8, s. Abbildung 12).
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Tabelle 3: Blutfluss in der afferenten Arterie der Pseudobranchie.
Flusswerte in µl min- 1 und µl min- 1 kg- 1, Zusätzlich ist der während der Flussmessung aufgezeichnete Blutdruck an-
gegeben. Die bei Verschluss des kontralateralen Gefäßes gemessenen Werte sind grau unterlegt.
Perfusion
(µl min-1) (µl min-1 kg-1)
Blutdruck
(Torr)
216 294 746 1015 32,8 33,6
S.D. 80 117 282 413 5,9 6,0
n 8 8 8 8 8 8
100% 135% 100% 135%
kontralaterales Gefäß verschlossen
x
Abbildung 12: Eichung des Doppler-Flowmeters.
Oben: Dopplerfrequenz, unten: Perfusionsdruck bei vier mit der Peristaltikpumpe eingestellten Flussraten.





































68,3 µl min-1 138,8 µl min-1 213,6 µl min-1 288,4 µl min-1
mit der Peristaltikpumpe eingestellte Flussraten
x
4. Ergebnisse
Zwischen den gemessenen Blutdrucken bei offenem und geschlossenem kontralateralen Gefäß und dem Per-
fusionsdruck bei der Eichung des Flusssignals (s. Tabelle 3, S. 53) bestand kein statistisch signifikanter Un-
terschied (One-way-ANOVA).
Es konnte keine Korrelation zwischen dem Gewicht der Forellen und der gemessenen Flussrate nachgewie-
sen werden (Pearson Product Moment Correlation, P > 0,05)
4.6 Augeninnendruck
Der Augeninnendruck (s. Abbildung
13) betrug bei künstlich ventilierten
Forellen, gemessen in der vorderen
Augenkammer, 4,9 Torr (S.D. = 0,56
Torr, n = 8). Durch die Präparation
des Auges zur intraretinalen PO2-Mes-
sung wurde keine statistisch signifi-
kante Änderung des Augeninnen-
drucks verursacht (paired t-Test, P =
0,588): nach Punktion der Cornea,
Einsetzen der Führungskanüle und
Einführen der Sauerstoffmikroelek-
trode betrug der Augeninnendruck
4,6 Torr (S.D. = 1,09 Torr, n = 8).
Erst das Herausnehmen der Sauer-
stoffmikroelektrode und insbesondere
die Entfernung der Führungskanüle




Die vom Auge der Forelle abgeleite-
ten Elektroretinogramme (ERG) wie-
sen die bei Wirbeltieren für ERGs
üblichen Elemente auf (BROWN, 1968): a-Welle, b-Welle und c-Welle (s. Abbildung 14, S. 55). Direkt nach
dem Reiz erschien zuerst die negative a-Welle, die von der etwas später auftretenden, positiven b-Welle
überlagert wurde. Deutlich später konnte dann in einigen Fällen noch eine positive c-Welle beobachtet
werden, welche allerdings durch den messtechnisch notwendigen Hochpass in der Schaltung für die ERG-
Aufzeichnung (s. 3.3.2.5, S. 29) in ihrer Amplitude schon deutlich vermindert sein konnte.
Bei aufeinander folgenden Experimenten konnten nicht immer in ihrem Gesamterscheinungsbild überein-
stimmende ERGs beobachtet werden (s. Abbildung 15, S. 56). Ein „übliches“ ERG, wie es in den meisten
Fällen auftrat, ist in Abbildung 14, S. 55 und Abbildung 15, 3, S. 56 dargestellt: auf die a- und b-Welle folg-
te in der Regel nur eine schwach ausgeprägte c-Welle. Eine stark ausgeprägte c-Welle (s. Abbildung 15, 1
und 2, S. 56) trat nur sehr selten auf. Bis auf ganz wenige Ausnahmen (s. Abbildung 15, 1, S. 56) war die
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Abbildung 13: Augeninnendruck vor und nach Präparation des













IOP vor Präparation des Auges
IOP nach Präparation des Auges
zur intraretinalen PO2-Messung
4. Ergebnisse
Amplitude der c-Welle immer geringer als die der b-Welle. Von der „normalen“ Form abweichende ERGs
konnten nur in Einzelfällen beobachtet werden. Als Beispiel ist in Abbildung 15, 4, S. 56 ein ERG ohne b-
Welle dargestellt.
Die Abhängigkeiten der Positionen der a- und b-Welle sowie der Amplituden der beiden Wellen von der
Reizdauer und -intensität sind in Abbildung 16, S. 57 dargestellt:
a-Welle
Eine zunehmende Reizintensität führte zu einer Verkürzung der Verzögerung der a-Welle. Bei geringen
Reizintensitäten betrug die Verzögerung 60 ms, bei der höchsten Reizintensität 42 ms. Die Position des
Maximums war dabei unabhängig von der Reizdauer.
Die Amplitude der a-Welle stieg mit zunehmender Reizdauer und -intensität an. Bei den eingesetzten Wer-
ten konnte kein Plateau erreicht werden. Eine maximale Reizdauer von 10,5 ms und Reizintensität von
50 cd resultierte in einer Amplitude von -150 µV. Da die Amplitude der a-Welle bei den drei eingesetzten
Reizlängen von 0,64, 4,31 und 10,5 ms kontinuierlich anstieg, ist zu erwarten, dass bei einer weiteren Ver-
längerung des Reizes über die 10,5 ms hinaus auch die Amplitude der a-Welle weiter steigt. Bei den gerin-
geren Reizintensitäten war die Amplitude der a-Welle generell so niedrig, dass der Peak im Hintergrundrau-
schen unterging. Die hohen Standardabweichungen sind bei diesen Intensitäten daher auf die automatische
Peakerkennung zurückzuführen, die in diesen Fällen den Peak der a-Welle nicht aus dem Hintergrundrau-
schen auflösen konnte. Die Verzögerung der a-Welle wurde daher, bei praktisch nicht vorhandenem Peak,
innerhalb des Analysebereiches willkürlich bestimmt.
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Abbildung 14: Elektroretinogramm abgeleitet vom Forellenauge.
Es wurde die Amplitude des ERGs gegen die Zeit aufgetragen. Die senkrechten Linien bei ca. 200 ms markieren den
Ein- und Ausschaltzeitpunkt der Leuchtdiode.
Zeit (s)





















Auch bei der b-Welle war mit zunehmender Reizintensität eine Reduktion der Verzögerung zu beobachten.
Gleichzeitig resultierte auch die Erhöhung der Reizdauer in einer Verschiebung des b-Wellen-Maximums.
Betrug die Verzögerung der b-Welle bei geringen Reizintensitäten und geringer Reizdauer ca. 200 ms, so
trat das Maximum bei hoher Reizintensität und -dauer schon nach 120 ms auf. Die Änderung der Verzöge-
rung der b-Welle um ca. 20 ms war bei einer Verlängerung des Reizes von 0,64 auf 4,3 ms noch sehr deut-
lich, während eine weitere Reizverlängerung auf 10,5 ms nur eine geringe Verlagerung des Maximums um
ca. 5 ms verursachte. Die minimale Verzögerung scheint daher fast erreicht worden zu sein.
Eine ähnliche Auswirkung hatte die Reizdauer und -intensität auf die Amplitude der b-Welle. Geringe In-
tensität und Dauer resultierten in einer Amplitude der b-Welle von ca. 100 µV, während bei hoher Intensität
und Dauer Amplituden von ca. 500 µV gemessen werden konnten.
Anders als bei der a-Welle war für die Amplitude der b-Welle das Erreichen eines Plateau-Wertes zu erken-
nen. Bei einer Reizdauer von 4,3 und 10,5 ms war bei Erhöhung der Reizintensität von 1,55 auf 50 cd keine
weitere Zunahme der Amplitude der b-Welle zu verzeichnen. Ebenso führte die Verlängerung des Reizes
von 4,3 auf 10,5 ms bei den Intensitäten 1,6 und 50 cd nicht zu einem weiteren Anstieg der Amplitude.
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Abbildung 15: Bei verschiedenen Forellen abgeleitete Elektroretinogramme.
1: mit sehr großer c-Welle; 2: mit deutlicher c-Welle; 3: häufigste Form mit nur schwach ausgeprägter c-Welle; 4:
„anormales“ ERG mit verzögerter a-Welle, fehlender b-Welle und großer c-Welle. Die senkrechte Linie bei ca.




























Abbildung 16: Abhängigkeit der Peak-Amplitude und -Verzögerung der a- und b-Welle von der
Reizdauer und -intensität.
Die Erhöhung der Reizdauer und -intensität führte bei der a-Welle zu dem Erreichen einer minimalen Verzögerung,
die maximale Amplitude konnte aber nicht erreicht werden. Bei der b-Welle stellte sich eine maximale Amplitude ein,
der Endwert der Verzögerung wurde aber wohl nicht ganz erreicht.














































(0,16 mcd / 1,6 mcd /
50 mcd / 1,6 cd / 50 cd)
zunehmende
Reizintensität
(0,16 mcd / 1,6 mcd /
50 mcd / 1,6 cd / 50 cd)
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Abbildung 17: Intraretinale Sauerstoffmessung im geöffneten Auge. Oben: komplettes Profil;
unten: Teilansicht des Profils.
Es wird der PO2 in Abhängigkeit von der Position der Elektrode im Auge dargestellt. Die Elektrode wurde zu Beginn
in die Nähe der Retinaoberfläche positioniert und dann in die Retina vorgeschoben. Nach Erreichen eines Maximal-
wertes wurde die Elektrode wieder bis in den vorderen Augenbereich zurückgezogen. 
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4.8 Intraretinaler Sauerstoffpartialdruck und Elektroretinogramm
4.8.1 Retinales Sauerstoffprofil
Die Messungen des PO2 im Bereich der Retina ergaben folgendes Bild:
– der niedrigste PO2 wurde generell direkt an der ILM (Grenze zwischen Glaskörper und Retina) der Reti-
na gemessen. Dies konnte insbesondere bei den Messungen am geöffneten Auge, bei entfernter Cornea
und Linse, beobachtet werden (s. Abbildung 17, S. 58). Auch bei den Messungen, bei denen die genaue
Position der Elektrode nicht mikroskopisch kontrolliert werden konnte, wurde davon ausgegangen, dass
sich die Elektrodenspitze bei der Messung des niedrigsten PO2 an der Oberfläche der Retina befand.
– beim Vorschieben der Sauerstoffmikroelektrode in die Retina stieg der PO2 schnell an und erreicht in
fast allen Fällen Werte, die weit über dem im arteriellen Blut gemessenen PO2 lagen (s. Abbildung 17, S.
58, Abbildung 18 und Abbildung 19, S. 60).
– von einer bestimmten Position in der Retina ab stieg der PO2 nicht mehr weiter an, sondern blieb bei
weiterem Vorschub der Elektrode konstant oder fiel leicht ab. Die Position des höchsten PO2 wurde mit
der äußeren Oberfläche (Bruch´sche Membran, Grenze zwischen Pigmentepithel und Choroidea) der
Retina gleichgesetzt.
– die Profile, die durch Vorschub und Rückzug der Elektrode gemessen wurden, waren nur selten de-
ckungsgleich.
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Abbildung 18: Sauerstoffpartialdruck in der Retina von Forellen.
Es wurde der in der Retina der Forellen gemessene PO2 gegen die Position der Sauerstoffelektrode aufgetragen. Die
Nullposition entsprach dabei der inneren Oberfläche der Retina bzw. der Position mit dem niedrigsten gemessenen
PO2.
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– Bei weiterem Rückzug der Elektrode von der inneren Oberfläche der Retina blieb der PO2 entweder sehr
niedrig oder stieg bis zur Oberfläche des Auges auf den Partialdruck der Luft an (s. Abbildung 17, S.
58).
Der mittlere maximale PO2 in der Retina der Forelle betrug 382 Torr (S.D. = 143 Torr, n = 23, Max = 689,
Min = 174 Torr). An der inneren Oberfläche der Retina wurde ein PO2 von 10 Torr (S.D. = 21 Torr, n = 23,
Max = 64, Min = -14 Torr) gemessen. Die Vorschubstrecke vom minimalen zum maximalen PO2 in der Re-
tina betrug im Durchschnitt 433 µm (S.D. = 106 µm, n = 23, Max = 650, Min = 290 µm).
In Abbildung 18, S. 59 und Abbildung 19 sind einige Beispiel-Profile der Sauerstoffmessung in der Retina
von Forellen dargestellt.
4.8.2 Elektroretinogramm bei intraretinaler Sauerstoffmessung
Zur Aufzeichnung der ERGs während der intraretinalen PO2 – Messung wurde jeweils ein Reiz mit maxima-
ler Intensität von 50 cd und einer Dauer von 10,5 ms gesetzt.
Die Verzögerung der a-Welle zur Reizauslösung betrug im Mittel 35 ms, die Amplitude -60 µV. Die b-Wel-
le erschien erst mit einer Verzögerung von 115 ms, während eine mittlere Amplitude von 249 µV gemessen
wurde (s. Tabelle 4, S. 61).
Die während der Durchführung eines Experiments aufgezeichneten ERGs änderten sich über den jeweiligen
Versuchszeitraum nur unwesentlich (Bsp. s. Abbildung 20, S. 62 und Abbildung 21, S. 63).
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Abbildung 19: Sauerstoffpartialdruck in der Retina von Forellen.
Wie in Abbildung 18, S. 59 wurde der in der Retina der Forellen gemessene PO2 gegen die Position der Sauerstoff-
elektrode aufgetragen. Die Nullposition entsprach dabei der inneren Oberfläche der Retina bzw. der Position mit
dem niedrigsten gemessenen PO2.
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In Abbildung 21 auf S. 63 wird der
Verlauf der Dunkeladaptation durch die
Aufzeichnung einiger ERGs nach der
Verdunklung des Raumes deutlich. Das
erste ERG, kurz vor der Verdunklung
aufgezeichnet, wies eine sehr geringe
Amplitude für die a- und b-Welle auf.
Die zeitliche Verzögerung der a-Welle
ist ebenfalls sehr gering. Über die näch-
sten vier ERGs konnte bei der a-Welle
eine Zunahme der Amplitude und eine
zunehmende Verzögerung beobachtet werden. Bei den Werten der b-Welle sind die Veränderung nicht so
deutlich. Nach 44 min hatten sich bezüglich der Amplitude und Verzögerung dann Werte eingestellt, die
während des weiteren Versuchsverlaufs konstant blieben.
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Tabelle 4: Verzögerungs- und Amplitudenwerte der während
der intraretinalen Sauerstoffmessung abgeleiteten ERGs.
Verzögerung (ms) Amplitude (µV)
n = 12 n = 11
a-Welle 35 ± 13,7 -60 ± 24,6
Max: 59 / Min: 17 Max: -103 / Min: -36
b-Welle 115 ± 29,9 249 ± 63,1
Max: 166 / Min: 76 Max: 390 / Min: 158
4. Ergebnisse
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Abbildung 20: ERG-Daten während der intraretinalen Sauerstoffpartialdruckmessung.
Oben: Die Amplitude der a- und b-Welle wurde gegen die Zeit (Zeitdauer der Dunkeladaptation) aufgetragen.
Unten: Auftragung der Verzögerung der a- und b-Welle nach Reizauslösung gegen die Zeitdauer der Dunkeladap-
tation.
Der Bereich der intraretinalen PO2 – Messung (O2-Profil s. Abbildung 19, S. 60, linke Grafik) wurde grau hinterlegt.
Zeitdauer der Dunkeladaptation (min)
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Abbildung 21: ERG-Daten während der intraretinalen Sauerstoffpartialdruckmessung.
Oben: Die Amplitude der a- und b-Welle wurde gegen die Zeit (Zeitdauer der Dunkeladaptation) aufgetragen.
Unten: Auftragung der Verzögerung der a- und b-Welle nach Reizauslösung gegen die Zeitdauer der Dunkeladap-
tation.
Der Bereich der intraretinalen PO2 - Messung (O2-Profil s. Abbildung 19, S. 60, rechte Grafik) wurde grau hinter-
legt. Während der ersten 40 min der Dunkeladaptation ist eine Änderung der aufgezeichneten Parameter zu erken-
nen.
Zeitdauer der Dunkeladaptation (min)







































Bereich der intraretinalen Sauerstoffpartialdruckmessung
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4.9 Intraretinaler Sauerstoffpartialdruck bei isoliert perfundierten Au-
gen
Root-Effekt
Der Root-Effekt des Forellenhämoglobins, gemessen an Suspensionen von Forellenerythrozyten bei unter-
schiedlichen pH-Werten (s. 3.4.2, S. 30), ist in Abbildung 22 dargestellt. Die Sättigung des Hämoglobins,
dargestellt durch die Konzentration des an Hämoglobin gebundenen O2 ([O2]Hb), zeigt dabei über den unter-
suchten pH-Bereich einen sigmoidalen Verlauf.
Formel für die sigmoidale Kurvenanpas-
sung der Daten zum Root-Effekt
Parameter: [O2]Hb max. = 3,23 mM, [O2]Hb min =
1,06 mM, wp = 7,31 (pH), s = 0,39, r = 0,96
wp: Wendepunkt / s: Steigung / r: Korrelationskoef-
fizient
( 3)
Über die Daten der Root-Effekt-Bestimmung wurde eine sigmoidale Kurvenanpassung (Fit) berechnet (s.
Formel 3). Dazu wurde eine Formel mit vier Parametern verwendet: dem Maximal- (max.) und Minimal-
wert (min) der Konzentration des an Hämoglobin gebundenen O2 ([O2]Hb), dem Wendepunkt (wp) und der
Steigung (s) der Kurve. Die Berechnung ergab eine maximale Sauerstoffkonzentration [O2]Hb von 3,23 mM
bei einem basischen pH-Wert von 8,45 und daher vollständiger Sättigung des Hämoglobins. Ausgehend von
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Abbildung 22: Root-Effekt: pH-Abhängigkeit der Konzentration des an Hämoglobin gebunde-
nen Sauerstoffs ([O2]Hb) in Suspensionen von Forellenerythrozyten bei konstantem Hämatokrit.
Die Konzentration des an Hämoglobin gebundenen O2 ist gegen den pH-Wert der Erythrozytensuspensionen aufge-
tragen. Zusätzlich wurden die pH-Werte bei 10, 50 und 90%iger Sättigung des Hämoglobins markiert.
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diesem basischen pH-Werte sank die Sättigung bis zu einem pH-Wert von 7,68 allmählich auf 90%. Bei
weiterer Ansäuerung erfolgte dann eine schnellere Abnahme der Sättigung bis auf 10% bei einem pH-Wert
von 6,94. Die minimale berechnete Sauerstoffkonzentration [O2]Hb betrug bei einem pH-Wert von 6,04 noch
1,06 mM, was einer Sättigung des Hämoglobins von 33% entspricht. Der Wendepunkt und damit der steilste
Bereich der Kurve lag bei einem pH-Wert von 7,31. Der Korrelationskoeffizient (r) der Messwerte mit der
berechneten Funktion betrug 0,96.
Perfusionsparameter
Der in einer separaten Versuchsreihe gemes-
sene Ansaugunterdruck bei Verwendung ver-
schiedener Perfusionslösungen sowie die dazu-
gehörigen Hämatokrit-Werte sind in Tabelle 5
aufgeführt. Bei einer Perfusionsrate von
180 µl min-1 entstand durch den Widerstand des
Schlauchsystem des Perfusionsaufbaus (s.
3.4.5, S. 32) bei einem Hct von 0,20 des Perfu-
sats A ein Ansaugunterdruck von -33,9 Torr.
Bei einem durch die Ansäuerung signifikant er-
höhten Hct von 0,22 in Perfusat B vergrößerte
sich der Ansaugunterdruck signifikant auf
-37,3 Torr (ANOVA, P < 0,05), während bei
Ansaugen von Ringer-Lösung sich der Ansaugunterdruck auf -12,8 Torr reduzierte. Der Ansaugunterdruck
bei Perfusion mit Perfusat Hu wurde nicht überprüft, wurde aber wegen des identischen Hct mit Perfusat A
und der vergleichbaren Dimensionen der Forellen- und Humanerythrozyten als vergleichbar zu Perfusat A
eingeschätzt.
Die Daten zu den Lösungen mit denen die isolierten Augen perfundiert wurden sind in Tabelle 6 zusammen-
gefasst. Bei der Perfusion der isolierten Augen trat bei Erythrozytensuspensionen ein Druck von 104 Torr
auf. Es bestand kein Unterschied der Perfusionsdrucke zwischen Perfusat A (Forellenerythrozytensuspensi-
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Tabelle 5: Hämatokrit (Hct) der Proben und Unter-
druck auf der Ansaugseite bei der Perfusion der iso-
lierten Augen.
A: Suspension von Forellenerythrozyten, B: wie A aber zusätzlich
durch Zugabe von HCl angesäuert.
Pumprate der Peristaltikpumpe: 180 µl/min.
Probe Hct Unterdruck
(Torr)
A 0,20 ± 0,01 n=8 -33,9 ± 1,60 n=8
B 0,22 ± 0,01 n=8 -37,3 ± 2,67 n=6
Ringer 0,00 -12,8 ± 1,09 n=8
Tabelle 6: Daten (Mittelwerte ± Standardabweichungen, n = 3) der zur Perfusion isolierter Forellenaugen
verwendeten Perfusate (A, Hu) und Kontrollsuspensionen (C, D).
A, C, D: Suspensionen von Forellenerythrozyten, Hu: Suspension von Humanerythrozyten.
†: dieser Hämatokritwert unterscheidet sich signifikant von denen der übrigen Proben. *: zwischen diesen beiden Sauerstoffkonzen-
trationen besteht kein signifikanter Unterschied. Alle pH-Werte unterscheiden sich signifikant (ANOVA, Tukey, P < 0,05).





(Torr) (mM) (mM) (Torr) (Torr)
A 0,20 ± 0,01 2,0 7,48 ± 0,04 2,6 ± 0,16 2,8* ± 0,16 103 ± 10,9 99 ± 1,6
Hu 0,20 ± 0,01 2,0 7,16 ± 0,02 1,1 ± 0,10 3,9 ± 0,23 104 ± 7,5 30 ± 3,5
Ringer 5,4 58 ± 2,0 20 ± 10,7
C 0,22† ± 0,01 32,6 6,83 ± 0,02 6,7 ± 0,03 1,1 ± 0,18
D 0,18 ± 0,02 0,25 8,15 ± 0,07 3,4 ± 0,63 3,1* ± 0,27
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on) und Perfusat Hu (Humanerythrozytensuspension). Wurden die Augen mit Ringer-Lösung perfundiert,
sank der Perfusionsdruck auf 58 Torr.
Der Hct der beiden eingesetzten Erythrozytensuspensionen A und Hu war mit 0,20 identisch. Beide Erythro-
zytensuspensionen waren mit der gleichen Ringer-Lösung (C10, S. 96) vorbereitet worden und wurden mit
demselben Gasgemisch mit einem PCO2 von 2,0 Torr äquilibriert. Trotz dieser Gleichbehandlung war der
pH des Perfusats Hu mit 7,16 deutlich saurer als der pH des Perfusats A mit einem pH von 7,48. Dies wirkte
sich direkt auf die Bikarbonatkonzentration der Suspension aus. So war die Bikarbonatkonzentration im Per-
fusat Hu mit 1,1 mM deutlich geringer als in Perfusat A (2,6 mM). Auch in der Sauerstoffkonzentration un-
terschieden sich die beiden Perfusionslösungen. Perfusat Hu wies mit [O2]Hb = 3,9 mM einen signifikant hö-
heren Sauerstoffgehalt als Perfusat A mit [O2]Hb = 2,8 mM auf (s. Tabelle 6, S. 65).
Die Erythrozytensuspensionen C und D waren zur Kontrolle des Root-Effekts anders als die Perfusate A
und Hu behandelt worden. Suspension C wies, nach Äquilibration mit einem Gasgemisch mit einem PCO2
von 32,6 Torr, mit 6,7 einen niedrigeren pH-Wert und auch eine deutlich höhere Bikarbonatkonzentration
als die übrigen Suspensionen auf. Der Sauerstoffgehalt war mit 1,1 mM der geringste der vier Suspensionen.
Der Hct der Suspension C war signifikant höher als der aller anderen Suspensionen.
In Suspension D wurde mit 8,15 der höchste pH-Wert gemessen. Der Austausch des Plasmas gegen Ringer-
lösung mit 10 mM Bikarbonat und die Äquilibration mit einem PCO2 von 0,24 Torr ergaben eine Bikarbo-
natkonzentration von 3,4 mM. Die Sauerstoffkonzentration war mit 3,1 mM im Bereich der O2-Konzentrati-
on des Perfusats A.
Die Position der für die Perfusion verwendeten Lösungen innerhalb der Root-Effekt-Kurve wird aus Abbil-
dung 23, S. 66 deutlich. Bei den Suspensionen von Forellenerythrozyten (A) ist die Sauerstoffsättigung noch
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Abbildung 23: Root-Effekt und intraretinaler Sauerstoffpartialdruck.
Wie in Abbildung 22 ist die Konzentration des an Hämoglobin gebundenen O2 (linke y-Achse) in Abhängigkeit vom pH
eingezeichnet. Die für die Augenperfusionen verwendeten Perfusate A (Kreise) und Hu (Rauten) sind durch gefüllte Sym-
bole hervorgehoben. Die bei den Proben A und Hu gemessenen intraretinalen PO2 sind durch Balken entsprechend der
pH-Werte der Proben in der Grafik dargestellt (rechte y-Achse). Der bei der Perfusion mit Ringer gemessene intra-














































sehr hoch, wobei die Proben schon im steilen Bereich der Root-Effekt-Kurve liegen. Die Proben mit
Humanerythrozyten (Hu) sind nicht direkt mit den Suspensionen von Forellenerythrozyten vergleichbar.
Aus der Abbildung (23, S. 66) wird aber deutlich, dass in diesen Suspensionen die Konzentration des an Hä-
moglobin gebundenen O2 deutlich höher ist als im Perfusat A. Der pH-Wert der Perfusate Hu ist dabei ge-
ringer als in den Perfusaten A.
Während der Perfusion der isolierten Augen mit Perfusat A wurde in der Retina ein PO2 von 99 Torr gemes-
sen (s. Tabelle 6, S. 65 und Abbildung 23, S. 66). Nach Umschalten auf Perfusat Hu fiel der retinale PO2,
trotz der im Vergleich zum Perfusat A höheren Sauerstoffkonzentration, auf 30 Torr ab. Bei der Perfusion
mit Ringerlösung konnte nur ein Partialdruck von 20 Torr gemessen werden (s. Abbildung 23, S. 66).
Die Änderungen des intraretinalen PO2 waren nicht auf die bei den verschiedenen Perfusionlösungen aufge-
tretenen unterschiedlichen Perfusionsdrucke (Pperf)zurückzuführen (s. Abbildung 24). Beim Wechsel von
Ringerlösung auf Perfusat A als Perfusionlösung war ein deutlicher Anstieg des Perfusionsdrucks und des
PO2 zu verzeichnen. Wurde von Ringer auf Perfusat Hu gewechselt, stieg nur der Perfusionsdruck stark an,
während sich der PO2 geringfügig änderte. Bei einem Wechsel von Perfusat Hu auf Perfusat A änderte sich
der Perfusionsdruck kaum, während jetzt der PO2 deutlich anstieg.
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Abbildung 24: Intraretinaler Sauerstoffpartialdruck (PO2) und Perfusionsdruck (Pperf) bei der
Perfusion eines isolierten Auges.
Der PO2 und Pperf wurden gegen die Zeit aufgetragen. Beim Wechsel der Perfusionlösungen treten deutliche Ände-
rungen im Pperf und PO2 auf. Der Pperf ist bei Ringer-Perfusion gering und bei den Perfusaten A und Hu hoch, wäh-






















Die Sekretion von O2 kann bei Knochenfischen in Schwimmblase und Auge vorkommen, wobei der Vor-
gang bei einer Fischart nicht generell in beiden Organen auftritt. Der Dorsch ist ein Beispiel für einen Fisch,
bei dem in der Schwimmblase sowie im Auge Sauerstoffsekretion nachgewiesen wurde (SCHOLANDER, 1956;
SCHOLANDER et al., 1956; WITTENBERG und WITTENBERG, 1962). Beim Aal jedoch ist die Sauerstoffsekretion in
der Schwimmblase gut ausgeprägt, während gassezernierende Strukturen im Auge fehlen und entsprechend
dort auch kein erhöhter PO2 nachgewiesen werden konnte (WITTENBERG und WITTENBERG, 1962; eigene Beob-
achtungen). Die Regenbogenforelle besitzt als physostomer Fisch keine Gassekretion in der Schwimmblase,
während das choroidale Rete mirabile gut ausgebildet ist und erhöhte PO2 in der Retina gemessen wurden
(FAIRBANKS, 1968).
Neben ihrer leichten Verfügbarkeit in ausreichender Anzahl und Größe war die Regenbogenforelle wegen
der bei ihr nur im Auge vorkommenden Sauerstoffsekretion als Versuchstier für die durchgeführten Experi-
mente geeignet. Da bei der Regenbogenforelle keine Gassekretion in der Schwimmblase stattfindet, kann
davon ausgegangen werden, dass die für die Gassekretion notwendigen Eigenschaften des Blutes allein an
die Erfordernisse einer Erhöhung des PO2 im Auge angepasst sind. Eventuell notwendige „Kompromisse“ in
den Bluteigenschaften für die Gassekretion in der Schwimmblase und im Auge bei möglicherweise unter-
schiedlichen Anforderungen der beiden Prozesse können daher ausgeschlossen werden.
Auch die Art der Gefäßversorgung der Pseudobranchie und des Auges machen die Regenbogenforelle für
die Versuche geeignet (s. 4.2, S. 47). Bei der Regenbogenforelle hat die Pseudobranchie nur ein zuleitendes
Gefäß, die efferente ventrale Arterie des ersten Kiemenbogens. Da, wie oben bereits erläutert, eine Blut-
flussmessung an der A. ophthalmica nicht möglich war, konnte die Blutversorgung des Auges durch die
Flussmessung in der aPA bestimmt werden. Eine entsprechende Präparation wäre z.B. bei Dorsch oder
Hecht (Esox lucius) nicht möglich gewesen. Beim Dorsch gelangt Blut durch zwei Gefäße zur Pseudobran-
chie: durch die efferente ventrale Arterie des ersten Kiemenbogens und durch die sekundäre aPA, die vom
Circulus cephalicus abzweigt (GOODRICH, 1930). Diese sekundäre aPA bildet beim Hecht die einzige Blut-
versorgung der Pseudobranchie (GOODRICH, 1930) und ist präparatorisch schwer zugänglich.
Ein weiterer Vorteil der Regenbogenforelle als Versuchstier ist ihre langjährige Verwendung für physiologi-
sche Untersuchungen. Es liegen damit eine Reihe von Daten über die Physiologie der Regenbogenforelle
vor, die die Kontrolle und den kritischen Vergleich eigener Daten mit etablierten Literaturwerten gestatten
(s. nachfolgende Abschnitte).
5.2 Systemische Parameter
Die Untersuchungen von systemischen Parametern wie Blutdruck, Herzschlag, Blut-Gas- und Säure-Base-
Status sowie deren Abhängigkeit von verschiedenen Einflüssen werden seit den Arbeiten von RANDALL et al.
(1965), HOLETON und RANDALL (1967a, b) und STEVENS und RANDALL (1967a, b) an unbetäubten, freischwim-
menden Fischen durchgeführt. Dazu werden den Tieren unter Betäubung und künstlicher Ventilation Dauer-
katheter implantiert. Mit den eigentlichen Experimenten wird erst nach dem Aufwachen der Versuchstiere
aus der Narkose und einer oft mehrtägigen Erholungsphase, in der die Auswirkungen der Operation auf ver-
schiedene Parameter abklingen sollen, begonnen. Diese Vorgehensweise erlaubt Messungen unter Vermei-
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dung von Auswirkungen wie Fixierung der Versuchstiere bzw. Betäubung während der Probenentnahme
(FRY, 1957; STEVENS und RANDALL, 1967a). Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimenten
musste die Narkose über bis zu acht Stunden während des gesamten Versuchsverlaufs aufrechterhalten wer-
den. Beeinträchtigungen durch Betäubung und künstliche Ventilation sind daher nicht auszuschließen. Es
wurde aber besonderes Gewicht darauf gelegt, durch Überprüfung und aktive Beeinflussung vitaler Parame-
ter einen Allgemeinzustand der Versuchstiere aufrechtzuerhalten, der, in den für die Experimente wichtigen
und überprüfbaren Parametern, dem einer unbetäubten, freischwimmenden Forelle möglichst nahe kam.
Blutdruck und Herzschlag
Der in dieser Arbeit an betäubten und relaxierten Regenbogenforellen gemessene Blutdruck in der DA be-
trug 28 Torr (s. Tabelle 2, S. 50). Die Angaben in der Literatur (s. Tabelle 7 „PDA“) für unbetäubte Forellen
reichen von 20 bis 37 Torr , mit dem Gros der Werte im Bereich von 24 bis 28 Torr. Der hier gemessene
Blutdruck liegt damit im Bereich der Literaturwerte. Ein Zusammenhang zwischen dem Blutdruck in der
DA und der Temperatur konnte aus den vorliegenden Daten nicht festgestellt werden.
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Tabelle 7: Literaturwerte für den Blutdruck in der DA (PDA) und die Herzschlagfrequenz
(fHerz) bei verschiedenen Temperaturen.
Die in der Tabelle aufgeführten Werte wurden an unbetäubten, freischwimmenden Forellen gemessen.
PDA fHerz T Quelle
(Torr) (Schläge min-1) (°C)
37,4 52 13,3 RANDALL et al., 1965
34 71,2 9-19 HOLETON und RANDALL, 1967a
73,3 15 HOLETON und RANDALL, 1967b
27,7 47 11 STEVENS und RANDALL, 1967a
70,3 8,8 SMITH und JONES, 1982
26,3 80,8 12 BARRON et al., 1987
28 11 KINKEAD und PERRY, 1991
24 72 13 MAXIME et al., 1991
28 10 PERRY und THOMAS, 1991
27,8 57 10 KÅGSTRÖM et al., 1994
51,9 8
78,8 18
KEEN und FARRELL, 1994
25,5 62 12 KÅGSTRÖM et al., 1996a
24,8 60 10 KÅGSTRÖM et al., 1996b
24 60 12 LE MÉVEL et al., 1996
50 11
90 18
TAYLOR et al., 1996
67,5 15 LARSEN und JENSEN, 1997
22,4 72 14 BERNIER und PERRY, 1999
25 62 11-13 LE MÉVEL et al., 1999
20 72 12-14 PERRY et al., 1999
74 12 HOAGLAND et al., 2000
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Auch die in dieser Studie bei 15°C gemessene mittlere Herzschlagfrequenz von 1,23 Hz (74 Schläge min-1,
s. Tabelle 2, S. 50) liegt ebenfalls im Bereich der für freischwimmende Regenbogenforellen veröffentlichten
Werte (s. Tabelle 7, S. 70 „fHerz“). Im Gegensatz zum Blutdruck besteht bei der Herzschlagfrequenz eine di-
rekte Abhängigkeit von der Temperatur (HOFFERT und UBELS, 1979). Aus den Messungen von KEEN und FAR-
RELL (1994) und TAYLOR et al. (1996) kann daher für 15°C eine Herzschlagfrequenz von 70,7 bzw. 73 Schlä-
gen min-1 errechnet werden. Eine relative niedrige Herzschlagfrequenz von nur 52 Schlägen min-1 geben
RANDALL et al. (1965) für einen Temperaturbereich von 12,5 bis 14°C an, während SMITH und JONES (1982)
eine vergleichsweise hohe Frequenz von 70 Schlägen min-1 bei einer Temperatur von nur 9°C messen konn-
ten.
Arterielle PO2- und pH-Werte
Der in der vorliegenden Arbeit im arteriel-
len Blut gemessene PO2 betrug vor der Be-
täubung der Forellen 102 Torr und verän-
derte sich während der künstlichen Ventila-
tion auf 99 Torr insignifikant (s. auch Tabel-
le 2, S. 50). In der Literatur finden sich
Werte im Bereich von 65 bis 121 Torr (s.
Tabelle 8). Der hier gemessene arterielle
PO2 liegt daher im Bereich der Literaturwer-
te. Das Hämoglobin im arteriellen Blut war
aber während der Versuche immer vollstän-
dig gesättigt. Nach RANDALL, BEAUMONT und
HOLETON (unveröffentlicht, zitiert nach STE-
VENS und RANDALL, 1967b) ist für die Sätti-
gung des Hämoglobins ein PO2 von ca.
70 Torr ausreichend. TETENS und CHRISTENSEN
(1987) geben für die Regenbogenforelle bei
15°C und einem arteriellen PO2 von ca.
102 Torr eine Hämoglobinsättigung von ca. 98% an. 
In der vorliegenden Arbeit betrug der arterielle pH-Wert vor der Betäubung der Forellen bei 15°C 7,89.
Während der künstlichen Ventilation wurde ein pH-Wert von 8,02 gemessen (s. auch Tabelle 2, S. 50). In
Tabelle 9, S. 72, sind zum Vergleich Literaturwerte von unbetäubten, freischwimmenden Forellen zusam-
mengestellt.
Der in dieser Arbeit gemessene arterielle pH-Wert unbetäubter Forellen weicht nicht signifikant von den in
Tabelle 9, S. 72, aufgeführten Werten ab. Der während der künstlichen Ventilation gemessene pH-Wert von
8,02 ist hingegen signifikant höher als der vor der Betäubung gemessene Wert und auch als die angegeben
Literaturwerte.
Wie im vorgehenden aufgezeigt, entsprechen die in dieser Arbeit während der künstlichen Ventilation über-
prüften systemischen Parameter Blutdruck, Herzschlagfrequenz und arterieller PO2 den Literaturwerten un-
betäubter, freischwimmender Regenbogenforellen. Lediglich der arterielle pH-Wert während der künstli-
chen Ventilation weicht vom Normalwert einer ungestörten Forelle ab. Bei ersten Versuchen ohne Beimi-
schung von CO2 zum Äquilibriergas waren sogar arterielle pH-Werte von über 8,2 gemessen worden. Die
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Tabelle 8: Literaturwerte arterieller Sauerstoffpartial-
drucke von Forellen.




121 HOLETON und RANDALL, 1967b
112 THOMAS und LE RUZ, 1982
65 HOLETON et al., 1983
102 TETENS und CHRISTENSEN, 1987
95 PLAYLE et al., 1990
108 WILKIE und WOOD, 1991
90 LARSEN und JENSEN, 1993
120 WILKIE und WOOD, 1995
100 WOOD et al., 1996
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sehr hohe Ventilationsrate von bis zu
10 l min-1 kg-1 (s. auch 3.3.1, S. 19) bei der
in der vorliegenden Arbeit eingesetzten
künstlichen Ventilation führte wahrschein-
lich zu einer ventilationsbedingten Hypo-
capnie und der daraus resultierenden respi-
ratorischen Alkalose. Bei wasseratmenden
Tieren ist die Differenz zwischen venösen
und externen PCO2 wegen der guten Löslich-
keit von CO2 in Wasser sehr gering. Anders
als bei luftatmenden Tieren soll sich daher
eine Änderung der Ventilation nur unwe-
sentlich auf den PCO2 im Blut auswirken
(JANSSEN und RANDALL, 1975). TETENS und
CHRISTENSEN (1987), PERRY und THOMAS
(1991) und WILKIE und WOOD (1991, 1995)
konnten jedoch eine respiratorische Alkalo-
se bei Forellen beobachten die, trotz einset-
zender metabolischer Kompensation (WILKIE
und WOOD, 1991), eine Verschiebung des ar-
teriellen pH-Wertes um 0,2 Einheiten aus-
machte.
Zur Vermeidung der respiratorischen Alkalose wurde der CO2-Gehalt des Äquilibriergases mit dem Ziel er-
höht, den arteriellen pH-Wert während des Experiments auf 7,9 einzustellen. Der pH-Wert wurde regelmä-
ßig überprüft und der CO2-Gehalt entsprechend auftretenden pH-Änderungen angepasst. Da die pH-Messun-
gen nur in Intervallen durchgeführt wurden und auch Veränderungen des pH-Wertes durch Änderungen des
CO2-Gehaltes nicht genau vorhergesagt und auch nicht sofort bestimmt werden konnten, war eine exakte
Regulierung des arteriellen pH-Wertes nicht möglich und die Kompensation der Hyperventilation unvoll-
ständig.
PERRY et al. (1999) beobachteten neben den Auswirkungen einer Hypercapnie auf das Säure-Base-Gleichge-
wicht auch einen Anstieg des Widerstands der systemischen Gefäße und einen daraus resultierenden An-
stieg im Blutdruck in der DA bei erhöhtem externen PCO2. Es wird aber nicht deutlich, ob dieser Einfluss
auf den Blutdruck nur durch den erhöhten PCO2 oder durch die begleitende respiratorische Azidose verur-
sacht wurde. Bei der hier durchgeführten künstlichen Ventilation war der PCO2 extern erhöht, während eine
respiratorische Azidose nicht auftrat. Eine Auswirkung der externen Hypercapnie auf den Blutdruck kann
daher in diesem Fall nicht ausgeschlossen werden.
5.3 Flussrate in der afferenten Arterie der Pseudobranchie
Erstmals wurde in der vorliegenden Arbeit die Durchblutungsrate eines Fischauges gemessen. Wie schon
unter 3.3.2.2, S. 22 beschrieben, konnte die Durchblutungsrate des Auges aus präparatorischen Gründen
nicht an der A. ophthalmica bestimmt, sondern musste an der aPA gemessen werden. Die dabei erhaltene
Flussrate von 216 µl min-1 ist daher geringfügig höher als die tatsächliche Durchblutungsrate des Auges, da
hinter dem Ort der Flussmessung noch einige kleine Gefäße von der aPA abzweigen, die u.a. Opercularmus-
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Tabelle 9: Literaturdaten zum arteriellen Plasma-pH-
Wert bei Forellen.
Alle Werte wurden bei 15°C an unbetäubten, freischwimmenden Re-
genbogenforellen gemessen.
pH Quelle
7,70 HOLETON und RANDALL, 1967b
7,96 THOMAS und LE RUZ, 1982
7,81 NEUMANN et al., 1983
7,93 TETENS und CHRISTENSEN, 1987
7,85 ISHIMATSU et al., 1988
7,86 PLAYLE et al., 1990
7,83 WILKIE und WOOd, 1991
7,91 CURTIS und WOOD, 1992
7,92 LARSEN und JENSEN, 1993
7,90 WILKIE und WOOD, 1995
7,78 WOOD et al., 1996
7,89 LARSEN und JENSEN, 1997
7,98 WANG, et al., 1998
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keln mit Blut versorgten (persönliche Beobachtung). Weiter besteht die Möglichkeit, dass in der Pseudo-
branchie Plasma aus dem Blut in das sekundäre Kreislaufsystem übertritt und damit das Volumen des zum
Auge fließenden Blutes nochmals etwas verringert wird. Beide Fehlerquellen konnten bei der hier eingesetz-
ten Methode der Flussmessung nicht vermieden werden. Die dadurch eventuell aufgetretene Überschätzung
der Blutversorgung des Auges wurde bei der Perfusion isolierter Augen berücksichtigt.
Bei offener kontralateraler aPA herrschte in den aPA der beiden Körperseiten der gleiche Druck. Unter Nor-
malbedingungen kann daher ein signifikanter Übertritt von Blut durch die Anastomose zwischen den beiden
A. ophthalmica (s. Abbildung 8, S. 48) von einer auf die andere Körperseite ausgeschlossen werden.
Durch den Verschluss der kontralateralen aPA fiel dort der Druck auf venöse Werte ab. Der höhere Blut-
druck auf der ipsilateralen Seite führt dann zu einem Blutfluss durch die Anastomose zum kontralateralen
Auge mit einem Anstieg des Flusses im ipsilateralen Gefäß auf 135% des ursprünglichen Wertes. Da die
Anastomose im Vergleich mit der A. ophthalmica nur von geringem Durchmesser ist (s. Abbildung 8, S.
48), kann angenommen werden, dass sich der Blutfluss bei verschlossener kontralateraler aPA nicht gleich-
mäßig auf beiden Augen aufteilt. Eine genauere Untersuchung würde die Messung des Blutflusses in den
beiden A. ophthalmica hinter der Anastomose erfordern.
Bei Flussmessungen wurde auf eine Eichung des Dopplersignals gelegentlich verzichtet (KAGSTRÖM et al.,
1996a; SUNDIN et al., 1998), wenn die Aufzeichnung von Blutflussänderungen für den Versuchszweck aus-
reichend war. Da die Dopplerfrequenz proportional zur Flussgeschwindigkeit ist, können dann immer noch
Aussagen über die Änderung der Flussrate getroffen werden. Zur Bestimmung des absoluten Volumenflus-
ses ist aber eine Eichung des Dopplersignals notwendig. Diese Eichung wird meist nach Beendigung des
Experiments in situ durchgeführt, da diese Methode eine zuverlässige Berechnung des tatsächlichen Volu-
menflusses gestattet (AXELSSON und FRITSCHE, 1991; PELSTER und SCHEID, 1992; SUNDIN und NILSSON, 1992; vor-
liegend Arbeit). Wie in 3.3.2.2, S. 25 beschrieben, wurde bei der in situ – Eichung der Dopplerkristall so be-
lassen, wie er für die Messung angebracht worden war. Das Gefäß wurde dann in möglichst großer Entfer-
nung vor und hinter dem angebrachten Dopplerkristall katheterisiert. Dies gestattete zum einen, Blut durch
das Gefäß mit bekannten Volumenraten hindurch zu pumpen und andererseits kann durch Höhenjustierung
des Katheter auf der ausführenden Seite der Druck im Gefäß während der Perfusion kontrolliert werden. Der
Gefäßabschnitt, an dem die Messung durchgeführt wurde, verbleibt so bei dieser Vorgehensweise im glei-
chen Zustand wie während der Messung. Diese Methode der Eichung erlaubt die direkte Kalibrierung des
Flusssignals.
Alternativ könnte das Dopplersignal in einen Volumenfluss umgerechnet werden, indem der Winkel des
Kristall zum Gefäß genau bestimmt und der Gefäßdurchmesser am Ort der Flussmessung gemessen wird (s.
Anleitung zum Pulsed-Doppler-Flowmeter). Diese Methode wurde aber nicht gewählt, da eine genaue Win-
kelbestimmung nur schwer möglich ist. Zusätzlich hätte das Gefäß am Ort der Messung freipräpariert wer-
den müssen, was eine Änderung des Gefäßdurchmessers hervorrufen kann (persönliche Beobachtung).
5.4 Intraokularer Druck
Der bei den Forellen gemessene IOP stimmt gut mit den Messungen von HOFFERT (1966) überein. HOFFERT
(1966) gibt für die Regenbogenforelle einen IOP von 4,9 Torr (S.D. o. S.E.M ? = 0,33 Torr, n = 54) an, ein
Wert, der in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden konnte (4,9 Torr, S.D. = 0,56 Torr, n = 8). Die Präpa-
ration des Auges für die intraretinale PO2 – Messung hatte keine statistisch signifikante Auswirkung auf den
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IOP (4,6 Torr, S.D. = 1,09 Torr, n = 8). Erst nach Entfernung der Sauerstoffmikroelektrode und der Füh-
rungskanüle konnte eine Verringerung des IOP beobachtet werden.
Die Messung des IOP fand in der vorderen Augenkammer statt, die mit einer relativ niedrigviskösen Flüs-
sigkeit gefüllt ist. Durch Punktion der Cornea wird dieser Flüssigkeitsraum eröffnet, durch die eingesteckte
Führungskanüle aber wieder abgedichtet. Die Führungskanüle ragte bis in den Glaskörper, der mit einem
hochviskösen Gel gefüllt ist. Durch die Führungskanüle wurde daher an der Cornea eine Abdichtung der
vorderen Augenkammer erzielt, so dass der Augeninnendruck erhalten blieb. Die hohe Viskosität der Glas-
körperflüssigkeit verhinderte zusätzlich ein Austreten dieser Flüssigkeit durch die Führungskanüle, insbe-
sondere bei eingeführter Sauerstoffmikroelektrode. Erst bei Entfernung der Mikroelektrode und der Füh-
rungskanüle wurde in einigen Fällen eine deutliche Verringerung des IOP beobachtet. Die vordere Augen-
kammer war dann nach außen geöffnet und durch Austreten der niedrigviskösen Flüssigkeit aus dieser Kam-
mer konnte sich ein Druckausgleich mit der Umgebung einstellen.
Eine Veränderung der Durchblutung des Auges und damit eine eventuelle Auswirkung auf die Prozesse der
Sauerstoffsekretion im Auge kann daher wegen des konstanten IOP während der intraretinalen PO2-Messung
ausgeschlossen werden.
5.5 Intraretinaler PO2 und Elektroretinogramme in vivo
ERGs
Die in der vorliegenden Arbeit aufgezeichneten ERGs der Regenbogenforelle wiesen die für Wirbeltiere üb-
lichen Komponenten, a-, b- und c-Wellen, auf (BROWN, 1968). Die Amplitude der a-Welle war mit -60 µV (s.
Tabelle 4, S. 61) halb so groß wie der von FONNER et al. (1973) bestimmte Wert von ca. -120 µV. Die Ampli-
tude der b-Welle stimmt mit 249 µV (s. Tabelle 4, S. 61) hingegen gut mit dem Wert von FONNER et al.
(1973) überein (ca. 250 µV). HOFFERT und UBELS (1979) geben für die a- und b-Welle Amplituden von
-94 µV bzw. 281 µV an.
HAMASAKI und BRIDGES (1965) beschrieben eine negative Auswirkung des Betäubungsmittels MS222 auf das
ERG von Knorpelfischen. Insbesondere fehlte die b-Welle, die nach der Verringerung der MS222-Konzen-
tration im Beatmungswasser erschien, dann aber nur eine kleine Amplitude aufwies. Zusätzlich wiesen sie
auf den schlechten Allgemeinzustand der Versuchstiere durch Betäubung hin. Mit Hinweis auf die Arbeit
von HAMASAKI und BRIDGES (1965) und eigene Beobachtungen verzichteten FONNER et al. (1973) ebenfalls auf
den Einsatz von MS222 zur Betäubung der Forellen. Auch HOFFERT und UBELS (1979) verwandten kein
MS222 bei den Versuchen zur ERG-Messung, da dies das ERG beeinträchtigen sollte.
In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen während aller Versuche die Betäubung der Forellen durch
MS222 aufrechterhalten. Die Konzentration des Betäubungsmittel betrug dabei mindestens 25 mg l-1. (C5,
S. 95) Bei dieser Konzentration konnte, im Gegensatz zu den Ergebnissen von HAMASAKI und BRIDGES (1965),
FONNER et al. (1973) und HOFFERT und UBELS (1979), abgesehen von der etwas verringerten Amplitude der a-
Welle keine negative Auswirkung des MS222 auf das ERG der Regenbogenforelle beobachtet werden.
Die Aufzeichnung des ERGs waren in der vorliegenden Arbeit von starken, aber langsamen Potential-
schwankungen zwischen den beiden Ableitelektroden beeinträchtigt. Damit das Signal nicht ständig aus
dem Messbereich des Verstärkers heraus driftete, musste daher ein Hochpass in die Schaltung integriert
werden. Dieser Hochpass mit einer Zeitkonstante von τ = 10,3 s (s. auch 3.3.2.5, S. 29) führte zwangsläufig
zu einer Verringerung der Amplituden der einzelnen ERG-Wellen. Da die Zeitkonstante groß gegenüber
dem Zeitverlauf der a- und b-Welle war, war die Auswirkung des Hochpasses auf die Amplituden dieser
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beiden Wellen aber nur geringfügig. Bei einer mittleren Verzögerung der a-Welle von 35 ms betrug daher
die hochpassbedingte Reduktion der Amplitude dieser Welle nur 0,34%. Die Amplitude der b-Welle, bei ei-
ner mittleren Verzögerung von 115 ms, war um 1,11% verringert. Bei diesen Angaben wurde allerdings da-
von ausgegangen, dass beide Wellen zum Zeitpunkt t = 0 sofort ihre maximale Amplitude erreicht hätten.
Da die Wellen erst verzögert zum Lichtreiz auftraten, sind die hier angegebenen Reduktionswerte der Amp-
lituden als Maximalwerte zu betrachten. Eine Korrektur der Amplituden der a- und b-Welle wurde wegen
des geringen Fehlers nicht durchgeführt.
Die c-Welle, die bei der Regenbogenforelle erst nach Dunkeladaptation erscheint (FONNER et al., 1973), hat
einen im Vergleich zur a- und b-Welle wesentlich langsameren Zeitverlauf. Der Hochpass wirkte sich daher
wesentlich stärker auf diese Komponente des ERGs aus. Die c-Welle erreichte ihr Maximum oft erst zum
Ende der ERG-Aufzeichnungsperiode von 5 s. Bei einer Zeitkonstante von τ = 10,3 s tritt nach 5 s eine Re-
duktion der Amplitude von 38,5% ein. Die Amplitude der aufgezeichneten c-Wellen würde daher nur noch
knapp zwei Drittel der tatsächlichen Amplitude betragen. Da die c-Welle zusätzlich durch die Drift des
ERG-Signals häufig stark beeinträchtigt war und auch nicht in allen Fällen aufgezeichnet werden konnte,
wurde auf eine Auswertung der c-Welle verzichtet.
Die Konstanz der analysierten Parameter Verzögerung und Amplitude der a- und b-Welle der ERGs wäh-
rend der intraretinalen Sauerstoffmessung zeigte, dass die Funktion der Retina durch die Präparation des
Auges und die invasive Sauerstoffmessung während des Versuchsverlaufs nicht beeinträchtigt war.
Intraretinaler PO2
Der in der vorliegenden Arbeit gemessene maximale intraretinale PO2 betrug 382 Torr (S.D. = 143 Torr, n =
23). Vergleichswerte für die Regenbogenforelle existieren nur aus der Arbeitsgruppe um HOFFERT und FROMM
(s. Tabelle 10). Abgesehen von den sehr hohen Werten von HOFFERT und UBELS (1979) stimmt der in der vor-
liegenden Arbeit gemessene Wert gut mit den übrigen Literaturwerten überein.
Daten von anderen Fischarten (WITTENBERG und WITTENBERG, 1962, 1974; HOFFERT et al., 1971; BALLINTIJN et
al., 1977) sind mit den Werten der Regenbogenforelle nicht vergleichbar, da ein direkter Zusammenhang
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Tabelle 10: Literaturwerte für den intraretinalen PO2 bei Regenbogenforellen.
Quelle intraretinaler PO2
Torr, ± S.D. (n)
Temperatur
(°C)
FAIRBANKS et al. (1969) 445 ± 274 (16) 13
FAIRBANKS et al. (1974) 453 ± 152 (9) 13
















PRATT und HOFFERT (1982) 267 ± 32* (?) ?
DESROCHERS et al. (1985) 381 ± 147 (21) 9
*S.E.M.
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zwischen der artspezifischen Ausprägung des choroidalen Rete mirabile und dem intraretinalen PO2 besteht
(WITTENBERG und WITTENBERG, 1974).
DESROCHERS et al. (1985) beschreiben für den Übergangsbereich zwischen Retina und Glaskörper einen PO2
von 124 Torr, während in der vorliegenden Arbeit ein wesentlich geringerer Wert von 10 Torr (S.D. =
21 Torr, n = 23) gemessen wurde. Dieser niedrige Wert wurde wiederholt bei Messungen an geöffneten Au-
gen festgestellt und auch bei Messungen an punktierten Augen nachgewiesen. Ein durchweg hoher PO2 im
Glaskörper wurde nicht beobachtet.
Die Dicke der Retina geben DESROCHERS et al. (1985) mit 324 µm an (S.D. = 10, n = 3). Dieser Wert korre-
liert gut mit dem von ihnen bestimmten Bereich des Sauerstoffprofils in der Retina von ca. 290 µm (Bruch-
´sche Membran bis GCL). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Dicke der Retina von 407 µm gemessen.
Dieser Wert kann als minimal Dicke der Retina im Bereich der intraretinalen PO2 – Messung betrachtet wer-
den, da auch Messungen dünnerer Abschnitte aus der Peripherie der Retina in die Ermittlung des Wertes
eingegangen sind, die Messung des intraretinalen PO2 aber nur im posterioren Augenbereich durchgeführt
wurde.
Der mittlere Vorschub der Sauerstoffmikroelektrode vom minimalen PO2 an der ILM zum maximalen PO2
im Bereich der Bruch´schen Membran betrug 433 µm (S.D. = 106 µm, n = 23). Da die Elektrode nicht senk-
recht, sondern in einem kleinen Winkel in die Retina eingestochen wurde, ist davon auszugehen, dass die
Dicke der Retina etwas geringer ist als der Vorschub der Elektrode vom geringsten bis zum höchsten PO2.
Dieser Wert stimmt daher gut mit der gemessenen Dicke der Retina von 407 µm überein. Die Werte für die
Dicke der Retina sind in der vorliegenden Arbeit um ca. 1/3 höher als die von DESROCHERS et al. (1985) ange-
gebenen, wobei die Werte zwischen gemessener Dicke der Retina und dem Bereich des Sauerstoffprofils in
beiden Fällen gut übereinstimmen.
5.6 Perfusion isolierter Augen
Die Perfusion isolierter Säugetier-Augen zur Untersuchung physiologischer und pharmakologischer Aspek-
te ist seit den Arbeiten von MACRI (1959, 1960) und LELE und GRIMES (1960) eine etablierte Methode (SEAMAN
et al., 1965; TAZAWA und SEAMAN, 1969, 1972; GOURAS und HOFF, 1970; NIEMEYER, 1973, 1975, 1981, 1989;
KODAMA et al., 1983; ALDER et al., 1986; SU et al., 1994). In den meisten Fällen wurden dabei Augen mit ery-
throzytenfreien Lösungen, insbesondere Zellkulturmedien, perfundiert. Zur Untersuchung spezieller Aspek-
te der Mikrozirkulation und intravaskulären Koagulation wurde auch Blut als Perfusionsmedium verwandt
(SEAMAN et al., 1965; TAZAWA und SEAMAN, 1969, 1972). Das Auge war hier wegen der Transparenz okularer
Strukturen und der guten Sichtbarkeit der vitrealen Gefäße als Untersuchungsobjekt ausgewählt worden. Die
Perfusion der isolierten Augen wurde in der Regel durch konstanten, hydrostatischen Druck realisiert, nicht
durch Einstellung einer konstanten Flussrate.
Bei den vorgenannten Arbeiten wurden insoweit Einzelaspekte untersucht, als dass zur Erarbeitung neuro-
physiologischer Fragestellungen „nur“ die ausreichende Versorgung der Augengewebe mit Nährstoffen si-
chergestellt werden musste. Dafür bietet sich die Verwendung einer in ihrer Zusammensetzung leicht zu
kontrollierende erythrozytenfreie Lösung an, die i.d.R. zusätzlich mit hohen Sauerstoffpartialdrucken äquili-
briert wird. Die Untersuchungen zur Mikrozirkulation wurde wegen der leichten Sichtbarkeit kleiner retina-
ler Blutgefäße an Augen durchgeführt.
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente hatte weniger die Untersuchung von solchen
Einzelaspekten als vielmehr das Zusammenwirken mehrerer Strukturen und Prozesse zum Ziel: die Sauer-
stoffsekretion in den Augen ist abhängig von vaskulären Strukturen (choroidales Rete mirabile, Choroidka-
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pillaren), Stoffwechselvorgängen von Augengeweben (Ansäuerung des Blutes) und Eigenschaften des Blu-
tes, insbesondere des Hämoglobins in den Erythrozyten.
Für die durchgeführten Perfusionen isolierter Forellenaugen mussten daher Erythrozyten-haltige Medien als
Perfusate eingesetzt werden. Vollblut von Forellen wurde nicht verwandt, da der Einfluss hormoneller Be-
standteile oder Metabolite im Plasma auf die Gewebe perfundierter Augen ausgeschlossen werden sollte.
Der Einsatz von mit Ringer-Lösung gewaschenem Blut gestattet außerdem eine bessere Kontrolle und Kon-
stanz der Zusammensetzung der Perfusate.
Anders als in den meisten in der Literatur beschriebenen Perfusionen isolierter Augen wurden in der vorlie-
genden Arbeit die Forellenaugen mit einer konstanten Flussrate perfundiert, bei gleichzeitiger Kontrolle des
Perfusionsdrucks. Dieses Vorgehensweise war notwendig, um im choroidalen Rete mirabile einen gleichmä-
ßigen, über den ganzen Verlauf des Experiments konstanten Fluss zu gewährleisten. Die Flussrate in den ar-
teriellen und venösen Kapillaren des Rete mirabile ist von Bedeutung für die Effizienz dieses Gegenstrom-
austauschers (KUHN und KUHN, 1961; KUHN et al., 1963).
Wie oben beschrieben (s. 5.3, S. 73) war die in der aPA gemessene Flussrate wahrscheinlich höher als die
tatsächliche Durchblutungsrate des Auges. Daher wurde für die Perfusion der isolierten Augen eine Flussra-
te eingestellt, die mit 180 µl min-1 etwas unter dem in der aPA gemessenen Fluss von 216 µl min-1 lag. Da
keine Korrelation zwischen der Flussrate in der aPA und dem Körpergewicht der Forellen nachgewiesen
werden konnte (s. 4.5, S. 54) wurden alle isolierten Augen unabhängig vom Gewicht des jeweiligen Ver-
suchstieres mit der gleichen Flussrate perfundiert.
Für die Perfusion isolierter Augen wurden Schläuche und Kapillaren mit geringem Innendurchmesser einge-
setzt, um das Totvolumen des Perfusionssystems zu minimieren. Es bestand daher die Gefahr eines Unter-
drucks auf der Ansaug-Seite des Systems, der zur Bildung von Mikrobläschen in den Perfusaten (Gefahr der
Verstopfung von Kapillaren im Auge) oder zu einer Verringerung der Hämoglobinsättigung hätte führen
können. Der Ansaugunterdruck war daher in einer Versuchsreihe überprüft worden. Der maximal gemesse-
ne Unterdruck von -37,3 Torr (< 5% vom normalen Luftdruck, s. Tabelle 5, S. 65) wird aber als so gering
eingeschätzt, dass eine Veränderung des Gassättigung der Perfusate ausgeschlossen wird.
Der Druck während der Perfusionen mit Erythrozytensuspensionen betrug mit ca. 104 Torr fast das Vierfa-
che des in der DA bei betäubten Forellen gemessenen Blutdrucks von 28 Torr. Dieser hohe Druck ist teil-
weise auf den Gefäßwiderstand im Auge zurückzuführen, teilweise dem zu einer feinen Spitze ausgezoge-
nen PE10-Katheterschlauch zuzuordnen: der Perfusionsdruck bei offenem Katheter betrug mit Perfusat A
60 Torr, mit Perfusat Hu 67 Torr und hatte damit einen entsprechenden Anteil am Gesamtwiderstand.
Ödembildung in Geweben des Auges oder deutliche Veränderungen okularer Strukturen durch am Gefäß-
eintrittspunkt doch deutlich erhöhte Perfusionsdrucke wurde nach jedem Experiment visuell überprüft,
konnte aber nicht beobachtet werden.
Während der Perfusion der isolierten Augen mit Perfusat A (Suspension von Forellenerythrozyten) betrug
der intraretinale PO2 max. 99 Torr und war damit geringer als der PO2 des mit Luft äquilibrierten Perfusats
(156,5 Torr). Entsprechend wurde unter den hier eingesetzten Bedingungen keine Konzentrierung des Sau-
erstoffs in der Retina der künstlich perfundierten Augen erreicht.
Eine mögliche Ursache für den verringerten PO2 in der Retina kann in einer nicht angemessenen Perfusions-
rate des Auges zu suchen sein. Eine zu niedrige Flussrate in den Gefäßen des choroidalen Rete mirabile
führt zu einer verstärken Diffusion in Längsrichtung der Kapillaren des Gegenstromaustauschers, was die
Effizienz des Systems beeinträchtigt (KUHN et al., 1963). Ist die Flussrate in den Kapillaren zu hoch, kommt
es womöglich zu einem unvollständigen diffusiven Austausch zwischen den venösen und arteriellen Kapil-
laren. Auch dann wäre mit eingeschränkter Funktion des Gegenstromaustauschers zu rechnen. Eine Ver-
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suchsreihe zur Optimierung der Flussrate bezüglich des intraretinalen PO2 wurde wegen der großen Kompli-
kationen mit dem Perfusionsdruck und der Komplexität des Versuchsaufbaus im Verlauf dieser Untersu-
chung nicht durchgeführt.
Eine weitere Ursache für die fehlende Konzentrierung des O2 in der Retina der isoliert perfundierten Augen
könnte auch durch die kurzzeitige Unterbrechung der Perfusion bei der Extirpation der Augen gegeben sein.
Jede Beeinträchtigung von für die O2-Konzentrierung notwendigen Mechanismen, z.B. durch Unterbre-
chung des Blutflusses oder Applizierung von CA-Hemmstoffen, führt zu einer sofortigen Abnahme des PO2
im Auge bzw. einem Verschwinden des ERG (FONNER et al., 1973; FAIRBANKS et al., 1974; eigene Beobach-
tungen). Die Erholung von solchen Eingriffen ist dagegen sehr langsam und kann sich über Tage erstrecken
(FONNER et al., 1973). Es wurde daher während der Präparation der Augen besonderes Augenmerk darauf ge-
legt, die Unterbrechung der Durchblutung bzw. Perfusion möglichst kurz zu halten, eine Periode ohne Per-
fusion von ca. 1 – 3 min von der Unterbindung der A. ophthalmica bis zur Insertion des Katheters und dem
Start der Perfusion konnte aber nicht vermieden werden. Während der danach folgenden bis zu zweistündi-
gen Augenperfusion konnten eine wieder einsetzende Konzentrierung des Sauerstoffs in der Retina nicht be-
obachtet werden.
Die O2 – Versorgung des Auges durch die Perfusate (über Hct, Hämoglobin-Gehalt, O2 – Affinität des Hä-
moglobins) könnte ebenfalls die Sauerstoffkonzentrierung in der Retina negativ beeinflusst haben.
Der in den Perfusaten eingestellte Hct von 0,20 liegt am unteren Rand des für die Regenbogenforelle nor-
malen Bereiches von ca. 0,23 – 0,33 (HOLETON und RANDALL, 1967b; GALLAUGHER et al., 1995). MAXIME et al.
(1991) bestimmten nur einen Wert von 0,171, während in anderen Arbeiten Werte von 0,184 (PERRY und
GILMOUR, 1996), 0,224 (GILMOUR und PERRY, 1996) und bis zu 0,276 (THORARENSEN et al., 1996) angegeben
werden. Mit dem gegenüber den Normalwerten leicht verringerten Hct war auch der Gesamt- O2-Gehalt in
Perfusat A mit 2,8 mM geringfügig herabgesetzt. MAXIME et al. (1991) bestimmten einen Wert von 2,92 mM
und zitieren Werte von 3,35 – 4,64 mM aus anderen Arbeiten. Die Sauerstoffkonzentration im Perfusat A
und insbesondere im Perfusat Hu werden daher für die Versorgung des Auges als noch ausreichend einge-
schätzt.
Bezeichnend ist jedoch, dass nach dem Umschalten auf die Suspension mit Humanerythrozyten der PO2 in
der Retina schnell und signifikant abfiel. Da die Flussrate konstant gehalten wurde und sich bei der Um-
schaltung der Perfusionsdruck nicht änderte, kann die Änderung des intraretinalen PO2 nicht durch Strö-
mungseffekte im Gefäßsystem des Auges verursacht worden sein. Auch wiesen beide Perfusate wegen der
gleichen Äquilibrationsbedingungen identische PO2 – Werte auf, so dass auch dieser Parameter nicht für Un-
terschiede im intraretinalen PO2 beim Wechseln zwischen Forellen- und Humanerythrozyten bei der Perfusi-
on verantwortlich gemacht werden kann.
Weiter können Unterschiede in der Sauerstoffaffinität zwischen Forellen- und Humanhämoglobin nicht Ur-
sache für die gemessenen Veränderungen des intraretinalen PO2 bei Perfusatwechsel sein. Beide Perfusate
waren mit einem PO2 von 156,5 Torr äquilibriert worden, so dass das Hämoglobin in beiden Suspensionen
vollständig mit Sauerstoff gesättigt war. Bei diesem PO2 und einem übereinstimmenden Hct von 0,20 in den
beiden Perfusaten war die Gesamt-O2-Konzentration in der Suspension mit Humanerythrozyten sogar deut-
lich höher als in der Suspension mit Forellenerythrozyten (s. Tabelle 6, Kapitel 4.9, S. 65). Dies kann auf ei-
ne höhere Hämoglobinkonzentration der kernlosen Humanerythrozyten gegenüber Forellenerythrozyten zu-
rückgeführt werden. Entsprechend stand während der Perfusion mit Perfusat Hu bei gleichem PO2 mehr O2
zur Verfügung als bei Perfusat A.
Erst der Abfall des PO2 während der Passage von Perfusaten durch die Gefäße des Auges kann über den
Bohr-Effekt und unterschiedliche O2-Affinitäten von Forellen- und Humanhämoglobin zu unterschiedlicher
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Freisetzung von O2 vom Hämoglobin führen. Für Humanblut wird bei einem pH von 7,4 und einer Tempe-
ratur von 37°C ein P50 von ca. 26 Torr angegeben (SCHMIDT und THEWS, 1995). Bei der Versuchstemperatur
von 15°C wird der P50 jedoch bei einem weit geringerem PO2 liegen. Der ebenfalls verringerte pH-Wert von
7,16 (s. Tabelle 6, S. 65) im Perfusat Hu wirkt dieser Verschiebung des P50 aber entgegen. Der P50 wurde für
die in dieser Arbeit herrschenden Bedingungen nicht kontrolliert. Inwieweit der P50 durch die Konzentration
von 2,3-Bis-Phosphoglycerat in den Humanerythrozyten beeinflusst wurde, ist ebenfalls unbekannt.
Für Forellenhämoglobin wird bei 15°C und einem pH von 7,9 ein P50 von 22,9 Torr beschrieben (BUSHNELL
et al., 1984). Der niedrigere pH-Wert von 7,48 des eingesetzten Perfusats A (s. Tabelle 6, S. 65) resultiert in
einer Erhöhung des P50.
Unter Beachtung der hier gewählten Versuchsbedingungen, insbesondere der Temperatur und des pH-Wer-
tes der beiden Perfusate, könnte der P50 des Forellenhämoglobins höher als der des Humanhämoglobins ge-
wesen sein. Damit hätte das Humanhämoglobin eine höhere O2-Affinität und würde O2 weniger leicht abge-
ben als das Forellenhämoglobin. Voraussetzung dafür ist natürlich, dass der PO2 in den Suspensionen im
Auge durch Gewebsatmung auf Werte von deutlich unterhalb von ca. 80 Torr abgenommen hätte. Die auf
der Basis von Temperatur und pH-Werten zu erwartenden Unterschiede in der O2-Affinität werden aber als
Ursache für die unterschiedlichen intraretinalen PO2 – Werte als zu gering eingeschätzt.
5.7 Physiologie
Der Prozess der aktiven Erhöhung des PO2 über externe/arterielle Werte hinaus, bisher nur für die
Schwimmblase und das Auge von Knochenfischen beschrieben, wird durch eine Kombination biochemi-
scher Eigenschaften des Blutes und geordneter anatomischer Anordnung von Blutgefäßen ermöglicht. Die
Untersuchungen zu einzelnen Aspekten (Root-Effekt: ROOT, 1931; Review: PELSTER und RANDALL, 1998;
Funktion des Gegenstromaustauschers: KUHN et al., 1963) sind weit fortgeschritten, allein physiologische
Experimente an Organen oder lebenden Tieren gestalten sich als eine schwierige Herausforderung, da insbe-
sondere im Auge von Fischen die Gefäße im Bereich des choroidalen Rete mirabile und der Choriokapilla-
ren für eine Entnahme von Blutproben, die für die Funktionsuntersuchung dieser Gefäßbereiche unabding-
bar wäre, kaum zugänglich sind. Durch den im Vergleich zu den Gefäßen des Auges relativ problemlosen
Zugang zu Gefäßen der Schwimmblasen - Rete mirabile beim Aal, konnten hier detailierte physiologische
Untersuchungen durchgeführt werden (SCHOLANDER, 1954; STEEN, 1963; KOBAYASHI et al., 1989a, b, 1990;
PELSTER und SCHEID, 1992). Wegen der ähnlichen Anordnung der vaskulären Strukturen in der Schwimmbla-
se und im Auge und der offensichtlich gleichen Funktion des Gefäßsystems zur Partialdruckerhöhung des
O2 wurden diese an der Schwimmblase des Aals nachgewiesenen Prozesse weitestgehend auf das Auge der
Knochenfische übertragen.
Weitere Beobachtungen führten aber zu einer Differenzierung dieser Annahme. Zum einen konnte MAETZ
(1956) zeigen, dass eine starke Ansäuerung des Blutes die Retina bis zur Erblindung schädigt. Des weiteren
wiesen WITTENBERG und WITTENBERG (1974) nach, dass die Länge der Kapillaren im choroidalen Rete mirabi-
le bei den von ihnen untersuchten Fischarten (86 Arten mit Körpergewichten von wenigen Gramm bis
200 kg) unabhängig vom maximalen PO2 in der Retina relativ konstant war (1,4 mm, Min: 0,52 mm, Max:
1,8 mm), aber die Anzahl der Kapillaren bzw. Größe des choroidalen Rete mirabile positiv mit dem im Au-
ge gemessenen PO2 korrelierte. Beim Rete mirabile der Schwimmblase besteht ein Zusammenhang zwischen
der Länge der Kapillaren und der Tiefe des normalen Lebensraumes der Fische (MARSHALL, 1960; DENTON,
1961). Auch in einem wichtigen Aspekt des zellulären Stoffwechsels unterscheiden sich die Gassekretions-




lein mag schon für die uniforme Länge der Kapillaren des choroidalen Rete mirabile (WITTENBERG und WIT-
TENBERG, 1974) bei den verschiedenen Fischarten verantwortlich sein. Im Auge ist auch nur die Erhöhung des
PO2 von Bedeutung, die Konzentrierung anderer Gase (N2, Edelgase) ist nicht notwendig und könnte sogar
kontraproduktiv sein (CO2: FAIRBANKS et al., 1974; WITTENBERG und HAEDRICH, 1974; PELSTER und RANDALL,
1998).
Der postulierte Mechanismus der Gassekretion in der Schwimmblase und im Auge ist in den Abbildungen
25, S. 80 und 26 dargestellt:
Über die anaerobe Glykolyse wird Milchsäure, über den Pentose-Phosphat-Weg (PPW, Schwimmblase:
WALSH and MILLIGAN, 1993; Auge: HOFFERT und FROMM, 1970) und den Zitrat Zyklus (ZZ) CO2 gebildet. Die-
se Produkte verursachen eine Ansäuerung des Blutes die sich auf das Innere der Erythrozyten überträgt und
dort zur Auslösung des Root-Effekts führt. Eine direkte Ansäuerung der Erythrozyten erfolgt über CO2, das
wegen seiner leichten Diffusibilität schnell in die Erythrozyten gelangt und dort durch die CA-katalysierte
Reaktion zur Ansäuerung führt. Über eine extrazelluläre CA kann zusätzlich die Ansäuerung des Plasmas
durch Bildung von CO2 aus Protonen und Bikarbonat gepuffert werden. Das CO2 kann dann wiederum in die
Erythrozyten diffundieren. Eine Anhebung aller Gaspartialdrucke durch Aussalzen ist in der Schwimmblase
von größerer Bedeutung als in den Choriokapillaren (s. „α↓ “ in Abbildung 25, S. 80).
Im Bereich des Rete mirabile findet dann eine Rückdiffusion von Gasen und Säureäquivalenten aus den ve-
nösen in die arteriellen Kapillaren statt (KOBAYASHI et al., 1989a, b, 1990). Dabei kommt es schon in den ar-
teriellen Kapillaren des Rete mirabile zu einem Anstieg des PO2, der aber zu einem großen Teil durch den
Transfer von Säureäquivalenten und den damit ausgelösten Root-Effekt verursacht werden kann und weni-
ger durch aktuelle Rückdiffusion von O2 von venösen in arterielle Kapillaren (KOBAYASHI et al., 1990). Da ei-
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Abbildung 26: Schema der Vorgänge im Bereich des Gegenstromaustauschers (nach FAIRBANKS et al.,
1969, 1974 und PELSTER und SCHEID, 1992, verändert).
Die in der Schwimmblase stattfindenen Vorgänge (Rückdiffusion von N2 und CO2 sowie die Auslösung des Root-Effekts in
den arteriellen Kapillaren) sind grau dargestellt. Im Auge soll durch eine dem Plasma zugängliche CA das CO2 in Bikar-
bonat umgewandelt werden, welches dann per Ionenaustauschprozess in die arteriellen Kapillaren gelangt. Eine Aufkon-


























ne Konzentrierung von CO2 im Gegenstromaustauscher des Auges für die Retina wegen des dann deutlich
verringerten pH-Wertes des Blutes nachteilig wäre (FAIRBANKS et al., 1974; WITTENBERG und HAEDRICH, 1974;
Review: PELSTER und RANDALL, 1998), postulieren FAIRBANKS et al. (1974) eine extrazelluläre CA auf der
Oberfläche der Endothelzellen der venösen Kapillaren (s. „CA“ in Abbildung 26, S. 81). Durch Umwand-
lung von CO2 in Bikarbonat und Transfer des Bikarbonats in die arteriellen Kapillaren (im Austausch mit
Chlorid-Ionen) würde damit zum einen die progressive Konzentrierung von CO2 durch das Gegenstromsys-
tem vermieden und zusätzlich stände das jetzt wieder in den Kreislauf gelangte Bikarbonat zur Pufferung
der in der Retina gebildeten Milchsäure zur Verfügung. Die Rückdiffusion von Osmolyten (Milchsäure und
Bikarbonat) in die arteriellen Kapillaren würde hier durch den Aussalzeffekt die Partialdrucke aller physika-
lisch gelösten Gase anheben, ein Prozess, der in der Schwimmblase von Bedeutung, im Auge aber unwich-
tig ist.
Zusätzlich kompliziert wird der Prozess der Gassekretion im Auge noch durch die bisher nicht geklärte
Funktion der vorgeschalteten Pseudobranchie. Es wird aber postuliert, dass dieses Organ die Blutzusam-
mensetzung so beeinflusst, dass im Auge eine wirkungsvolle Erhöhung des PO2 ausgelöst werden kann,
ohne dass es zu einer gleichzeitigen Konzentrierung von CO2 und einer dann unvermeidbaren starken Ab-
senkung des pH-Werte des Blutes kommt (LEINER, 1938; WITTENBERG und HAEDRICH, 1974). Dies soll durch
eine Ansäuerung des Blutes schon in der Pseudobranchie geschehen (Bridges et al., 1998), die den pH-Wert
des Blutes bis knapp vor Einsetzen des Root-Effekts absenkt, so dass durch eine minimale weitere Ansäue-
rung im Auge O2 vom Hämoglobin freigesetzt werden kann.
Um eine zu weitgehende Ansäuerung des Blutes in den Choriokapillaren zu vermeiden, schlagen PELSTER
und RANDALL (1998) vor, dass durch einen starken Root-Effekt die Freisetzung des O2 vom Hämoglobin ge-
währleistet ist, gleichzeitig aber durch einen eher „ineffizienten“ Gegenstromaustauscher, charakterisiert
durch den nur kurzen parallelen Verlauf der arteriellen und venösen Kapillaren, der erhöhte PO2 erhalten
werden kann, eine Konzentrierung von CO2 aber vermieden wird.
Untersuchungen zur Sauerstoffkonzentrierung im Auge hatten bisher den Nachteil, dass sie nur indirekter
Natur waren. So wurden die Auswirkungen von Behandlungen auf den direkt messbaren intraretinalen PO2
oder das ERG untersucht (FAIRBANKS et al., 1969, 1974; FONNER et al., 1973, BALLINTIJN et al., 1977; HOFFERT
und UBELS, 1979). Im Vordergrund stand dabei die Erarbeitung der Funktion der CA für die Sauerstoffkon-
zentrierung (FAIRBANKS et al., 1969, 1974; FONNER et al., 1973). Speziell wurde untersucht, inwieweit sich ei-
ne Hemmung der CA auf den PO2 im Auge (FAIRBANKS et al., 1969, 1974; BALLINTIJN et al., 1977) bzw. auf
die Funktion der Retina (FONNER et al., 1973) auswirkte. Dazu wurden den Fischen während der Messung
des intraretinalen PO2 bzw. des ERGs CA-Hemmstoffe injiziert und deren Auswirkung auf den intraretina-
len PO2 bzw. das ERG beobachtet. Eine Hemmung der CA-Aktivität hat wegen ihrer weiten Verbreitung im
verschiedenen Organen des Körpers und ihrer Beteiligung an unterschiedlichsten Prozessen (HENRY und HE-
MING, 1998) aber systemische Auswirkungen, die nicht auf die Funktion der Gassekretion beschränkt werden
können. So wird nach Injektion von CA-Hemmstoffen neben einer fast sofortigen starken Abnahme des in-
traretinalen PO2 und einem vollständigem Verschwinden des ERGs ein Erblinden und eine sofortige Dunkel-
färbung der Fische beschrieben (FAIRBANKS et al., 1969, 1974; FONNER et al., 1973; BALLINTIJN et al., 1977).
Gleichzeitig änderte sich der pH-Wert des arteriellen Blutes von 7,61 auf 7,38 (HOFFERT und FROMM, 1966;
FAIRBANKS et al., 1969). Auch der Transport von CO2 durch das Blut wird durch Hemmung der CA deutlich
beeinträchtigt.
Bei den Arbeiten aus der Arbeitsgruppe um Hoffert und Fromm (HOFFERT und FROMM, 1966; FAIRBANKS et al.,
1969, 1974) fällt zusätzlich auf, dass als normaler arterieller PO2 für die Forelle extrem niedrige Werte von
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nur 20 Torr bzw. eine postbranchiale Hämoglobinsättigung von nur 30% angegeben werden. Diese Werte
entsprechen eher denen venösen Blutes (STEVENS und RANDALL, 1967b). HOFFERT und FROMM (1966) beschrei-
ben selber, dass das aus der DA entnommene Blut dunkelrot war und sich durch Äquilibration mit 95% O2 /
5% CO2 deutlich hellrot verfärbte. Entweder wurde in den genannten Untersuchungen versehentlich venöses
anstatt arterielles Blut analysiert, oder die Ventilation der Forellen während der Experimente war völlig un-
zureichend. Inwieweit sich dies auch auf die Ergebnisse der Sauerstoffmessung im Auge ausgewirkt haben
könnte, bleibt offen. Trotz der extrem niedrigen arteriellen PO2-Werte konnten FAIRBANKS et al. (1969) einen
maximalen intraretinalen PO2 von 445 Torr nachweisen.
In einer weiteren Arbeit untersuchen HOFFERT und UBELS (1979) die Auswirkung der Ventilation und Tempe-
ratur auf den intraretinalen PO2 und das ERG der Regenbogenforelle. Die arteriellen PO2-Werte schwankten
hier zwischen 13 Torr bei niedriger Ventilationsrate und hoher Temperatur und 63 Torr bei hoher Ventilati-
onsrate und niedriger Temperatur. Der arterielle pH-Wert bewegte sich dabei zwischen 7,22 und 7,62. Den-
noch wurden intraretinale PO2-Werte von über 300 Torr gemessen. Unter diesen Rahmenbedingungen
scheint eine Untersuchung der vom O2 – Gehalt und pH abhängigen O2 – Konzentrierung im Auge wenig
aussagekräftig.
Ebenfalls untersucht wurde die Funktion der Pseudobranchie auf den Prozess der Sauerstoffsekretion im
Auge. Dies geschah entweder durch Extirpation nur der ipsilateralen (FAIRBANKS et al., 1969; BALLINTIJN et
al., 1977) bzw. beider Pseudobranchien (BALLINTIJN et al., 1977) oder durch Ligatur der ipsilateralen aPA
nach Kauterisierung der kontralateralen Pseudobranchie (FONNER et al., 1973). Nach unilateraler Pseudo-
branchektomie konnten FAIRBANKS et al. (1969) noch einen intraretinalen PO2 von 57 Torr nachweisen. Die-
sen Wert, für die Autoren höher als der von ihnen bestimmte arterielle PO2 von 20 Torr, führen sie auf die
Konzentrierungsleistung des lentiformen Körpers, neben dem choroidalen Rete mirabile ein weiteres Kapil-
larsystem im Auge von Knochenfischen, zurück. Schon COPELAND (1980) aber wies nach, das der lentiforme
Körper wegen seiner vaskulären Verbindungen keinen Beitrag zur Sauerstoffkonzentrierung im Auge leisten
kann. Außerdem ist ein intraretinaler PO2 von 57 Torr deutlich niedriger als der normale arterielle PO2 der
Forelle (s. Tabelle 8, S. 71). BALLINTIJN et al. (1977) hingegen konnte bei unilateraler Pseudobranchektomie
keine deutliche Verringerung des intraretinalen PO2 weder im kontralateralen noch im ipsilateralen Auge
nachweisen. Erst bei bilateraler Pseudobranchektomie ging der intraretinale PO2 auf Werte unterhalb des ar-
teriellen PO2 zurück. Der Verschluss der ipsilateralen Pseudobranchienarterie führte, nach vorhergehender
Kauterisierung der kontralateralen Pseudobranchie, auch zu einer sofortigen Beeinträchtigung des ERGs
(FONNER et al., 1973; eigene Beobachtungen).
Wie die Versuche mit CA-Hemmstoffen sind auch die Experimente zur Funktion der Pseudobranchie für die
Sauerstoffsekretion im Auge nur von begrenzter Aussagekraft. COPELAND (1980) fasst dies so zusammen:
„From these research reports [u.a. Ballintijn et al., 1977] the general conclusion can be reached that bila-
teral extirpation of the pseudobranch is disastrous to the normal functioning of the eye.“ Da eine Manipula-
tion der Pseudobranchie in der Art wie oben aufgeführt immer auch die Blutversorgung des Auges mit be-
einflusst, kann aus solchen Versuchen eigentlich noch nicht einmal eine Funktion der Pseudobranchie für
den Sehprozess in der Retina abgeleitet werden.
5.8 Schlussfolgerung
Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode der Perfusion isolierter Augen gestattet eine direktere Untersu-
chung der Funktion des Gegenstromaustauschers und der Auswirkung von Blutparametern auf die Sauer-
stoffversorgung der Retina der Knochenfische als dies durch Experimente an betäubten Fischen möglich ist.
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Hier wurde, durch den Wechsel auf ein Perfusat mit einem Hämoglobin, das keinen Root-Effekt besitzt,
zum ersten Mal direkt nachgewiesen, dass der Root-Effekt eine notwendige Voraussetzung für die Erhö-
hung des PO2 in der Retina ist. Eine aktive Konzentrierung des O2 in der Retina konnte bei den isoliert per-
fundierten Augen nicht gezeigt werden. Bei Umschaltung auf das Perfusat mit Humanerythrozyten sank der
intraretinale PO2 aber trotz identischem PO2 in den Perfusaten und höherem Gesamt-O2-Gehalt des Perfusats
Hu auf Werte ab, die im Bereich der Werte lagen, die auch bei der Perfusion des Auges mit Ringer gemes-
sen wurden (s. Tabelle 6, S. 65).
Die Methode der künstlichen Perfusion isolierter Augen bietet sich dazu an, weitere Funktionen von Eigen-
schaften des Blutes auf die Sauerstoffkonzentrierung in der Retina zu untersuchen. Da die im Organismus
der Blutversorgung des Auges vorgeschaltete Pseudobranchie durch die Perfusion isolierter Augen ausge-
schaltet wurde, kann mit dieser Methode die Funktion des choroidalen Rete mirabile wesentlich gezielter
untersucht werden, da, wie z.B. bei der Applikation von Hemmstoffen der CA, systemische Reaktionen, die
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1. Chemikalien, Lösungen und Medien
Alle verwendeten Chemikalien waren vom Reinheitsgrad „zur Analyse“.
Die Medikamente Insuman® Rapid und Pancuronium Curamed® wurden freundlicherweise von der Apothe-
ke des Universitäts-Klinikums Charité, Humboldt-Universität zu Berlin, zur Verfügung gestellt:
C1 Insuman® Rapid (Hoechst Marion Roussel, Bad Soden, Deutschland). Dieses Präparat wurde dem
Forellenringer für die Augenperfusion [C10] zugegeben, um die Aufnahme der Glukose durch das
Gewebe zu unterstützen.
C2 Pancuronium Curamed® (CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Dieses Präparat, ein
langwirkendes Muskelrelaxans, wurde insbesondere bei Ableitung des intraretinalen PO2 zur Relaxa-
tion der Forellen eingesetzt, da auch bei hohen Konzentrationen des Betäubungsmittels MS222 die
spontanen Ventilationsbewegungen der Fische nicht vollständig unterdrückt werden konnten.
Betäubungsmittel: Zur Anästhesie der Forellen wurde MS222 (3-Aminobenzoic acid ethyl ester methane-
sulfonate) verwendet. Das Betäubungsmittel wird dem Atemwasser zugegeben und von den Fischen über
die Kiemen aufgenommen. Es wurde eine konzentrierte Stammlösung des Betäubungsmittel von 7 g/l ange-
setzt, die auf einen pH von 7 neutralisiert wurden. Für die unterschiedlichen Verwendungen wurden an-
schließend folgende Verdünnungen hergestellt:
C3 20 - 30 mg l-1 MS222, für eine leichte Narkotisierung während des Transports der Fische von den
Haltungsräumen in das Labor
C4 60 - 100 mg l-1 MS222, für eine starke Betäubung während chirurgischer Eingriffe
C5 25 - 40 mg l-1 MS222, zur Aufrechterhaltung der Narkose während der Experimente nach erfolgten
chirurgischen Eingriffen
Forellen-Ringerlösung: als isotone Salzlösung für Injektionen oder Behandlung von Erythrozyten wurde
eine Forellen-Ringerlösung nach NIKINMAA et al. (1987) eingesetzt. Je nach Versuchsanforderung wurde die
Ringerlösung leicht verändert. Bei der Zugabe oder Änderung der Konzentration von Stoffen, die als Na-
Salz vorlagen, wurde die NaCl-Konzentration entsprechend geändert.
C6 Forellen-Ringerlösung: NaCl 145 mM, KCl 4 mM, CaCl2 1,3 mM, MgCl2 1,2 mM, D-(+)Glukose
7,5 mM, NaHCO3 10 mM
C7 Forellen-Ringerlösung für Blutentnahmen: wie C6 mit 5000 IU Heparin ml-1
C8 Forellen-Ringerlösung zum Spülen von Kathetern und Verdünnen von Injektionslösungen: wie C6
mit 125 IU Heparin ml-1




C10 Forellen-Ringerlösung für Augenperfusionen: wie C6 (geänderte Bikarbonatkonzentrationen:
5,4 mM) mit 3 mM Na-Pyruvat, 0,5% Polyvinylpyrrolidone (PVP), 50 IU Heparin ml-1 und 10 IU
Insulin l-1
Polyvinylpyrrolidone wurde als hochmolekularer Bestandteil zur Erhöhung des kolloidosmotischen
Drucks der Ringerlösung zugegeben (PERRY et al., 1984; PELSTER et al., 1989).
C11 Forellen-Ringerlösung a für Gefäßausgüsse: wie C6, mit 15000 IU Heparin l-1 und 2,8% (w/v) Nitro-
prussid-Natrium
C12 Forellen-Ringerlösung b für Gefäßausgüsse: wie C6, mit 0,5% (w/w) Glutaraldehyd
2. Geräte und Materialien
1. Experimente
1. Gefäßausgüsse
G1 PE-Schläuche, Portex, Hythe, Kent, England:
PE10: Außendurchmesser: 0,610 mm / Innendurchmesser: 0,279 mm
PE20: Außendurchmesser: 1,092 mm / Innendurchmesser: 0,381 mm
PE50: Außendurchmesser: 0,965 mm / Innendurchmesser: 0,584 mm
PE60: Außendurchmesser: 1,219 mm / Innendurchmesser: 0,762 mm
PE100: Außendurchmesser: 1,524 mm / Innendurchmesser: 0,864 mm
PE200: Außendurchmesser: 1,905 mm / Innendurchmesser: 1,397 mm
G2 Mercox CL-2R + Katalysator MA, Japan Vilene Company, Ltd., Tokyo, Japan (Bezugsquelle: Otto
Nordwald, Hamburg, Deutschland)
G3 Trockenschrank: Heraeus Kelvitron® t, Typ UT 6120, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
2. Ventilation und Katheterisierung
G4 Luftpumpe für Ventilation: Modell AC0502-A1017-P1-1051. Nitto Kohki Co Ltd., 
G5 Umlaufkühler: Typ WK450, Messgerätewerk Lauda, Lauda-Königshofen, Deutschland
G6 Aquarienpumpe: Typ 1028, Eheim, Deizisau, Deutschland
G7 Mass Flow Controller: MKS Instruments Deutschland GmbH, München, Deutschland
G8 CO2 technischer Qualität, Messer Griesheim, Berlin, Deutschland
PE-Schläuche s. G1
G9 UHU Kraft, UHU GmbH, Bühl, Deutschland
G10 Gravurgerät Minimot, Proxxon, Niersbach/Eifel, Deutschland
G11 Drucksensoren: Typen P23AA, P23Db o. P23BB, Statham, Hato Rey, Puerto Rico
G12 Druckeichgerät nach Professor O.H. Gauer
3. Flussmessung
G13 Dopplerkristalle: Iowa Doppler Products, Iowa City, Iowa, USA
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G14 Doppler-Flowmeter: Directional Pulsed Doppler Flowmeter, Model 545C-4; Bioengineering, Uni-
versity of Iowa, Iowa, USA
G15 Knochenschrauben: Titan CMS 0,9/5 mm, Medicon eG, Tuttlingen, Deutschland 
PE-Schläuche s. G1
Drucksensoren s. G11
G16 Peristaltikpumpe: Typ IP-4, Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH , Wertheim-Mondfeld, Deutsch-
land





5. Sauerstoffpartialdruckmessung im Auge
G18 Elektrochirurgie-Gerät: Erbotom T 175, Erbe Elektromedizin, Tübingen, Deutschland
G19 Steuereinheit für HS 6 Märzhäuser Mikromanipulator: Eigenbau N. Heisler
G20 Mikromanipulator: Typ HS 6, Märzhäuser Wetzlar, Wetzlar, Deutschland
G21 Ophthalmoskopische Linse: Super Pupil XL, 132 dpt, Biomicroscopy Lens JH 0987, Volk Optical
Inc., Mentor, OH 44060, U.S.A.
6. ERG-Ableitung
G22 Teflon-isolierte Silberdrähte: Gi 1106 0,37/0,45 mm, Advent Research Materials, Eynsham Oxon,
England
G23 Mikromanipulator: MM33, Märzhäuser Wetzlar, Wetzlar, Deutschland
G24 Instrumentenverstärker: INA 116, Burr Brown Int. GmbH, Darmstadt, Deutschland
G25 LED: Hewlett Packard T-1¾ (5 mm) Precision Optical Performance AlInGaP LED Lamps, Sunpo-
wer Series HMLP-GL10, 9300 mcd bei 20 mA, 590 nm
7. Perfusion isolierter Augen
G26 Tischzentrifuge: Typ T5, Heinz Janetzki KG, Engelsdorf-Leipzig, DDR
G27 Farhi-Tonometer: FARHI (1965), Nachbau N. Heisler
G28 Gasmischpumpen: Typen 1 M 303/a-F u. 2 M 303/a-F, H. Wösthoff GmbH, Bochum, Deutschland
G29 Filtergaze: Polyester 07-40/25, Maschenweite: 40 µm, Faden-Ø: 40 µm, Bückmann GmbH, Mön-
chengladbach, Deutschland
G30 Gaze-Halter mit Luer-Lock-Anschlüssen: Millipore Swinnex Ø: 13 mm, Millipore, Eschborn,
Deutschland
PE-Schläuche s. G1




G31 Miniaturventil: Typ HVP 4-4, Hamilton, Schweiz
Mikromanipulator s. G19 u. G20
2. Analytik
1. pH
G32 pH-Meter: Blood Mikro-System 3 MK II, Radiometer, Kopenhagen, Dänemark
G33 Eichpuffer: S1500 & S1510, Radiometer, Kopenhagen, Dänemark
2. Gesamt-Sauerstoffkonzentration
G34 TasCon Oxygen Content Analyser, Department of Anatomy & Physiology, University of Tasmania,
Tasmanien, Australien
G35 Trägergas: N2 hochrein (5.0), Messer Griesheim, Berlin, Deutschland
G36 Tuckerlösung (TUCKER 1967): 6 g l-1 (18,2 mM) K3Fe(CN)6, 0,3 g l-1 Saponin
Miniaturventil: s. G31
3. Gesamt-Kohlendioxid-Konzentration
G37 Kapillaren: Blutkapillaren für Plasmagewinnung, 6854-599, Compur-Electronic GmbH, München,
Deutschland, Hämatokritkapillaren 32 mm / 9 µl, ST 06550A Rev. 04/95
G38 Compur Mikrohämatokritzentrifuge, Compur-Electronic GmbH, München, Deutschland
G39 Ultra-Rot-Absorptions-Spektrometer, URAS 14, Hartmann & Braun, Frankfurt/Main, Deutschland
Mass Flow Controller s. G7
G40 Gase technischer Qualität (Stickstoff, Sauerstoff), Messer Griesheim, Berlin, Deutschland
4. Sauerstoffpartialdruck
G41 Polarographische Elektrode: Typ E5046, Radiometer, Kopenhagen, Dänemark
Gase technischer Qualität zur Eichung s. G40
5. Hämatokrit
Hämatokrit-Zentrifuge und -Röhrchen s. G37 u. G38
3. Herstellung der Sauerstoffmikroelektroden
G42 Kapillaren: Borosilikat-Glas, ohne Filament, Außendurchmesser 1,0 mm, Innendurchmesser
0,58 mm. GC 100-10, Clark Electrochemical, Pangbourne, Reading, England, UK
G43 Kapillarpuller: Model P-97, Sutter Instruments CO, Novato, Kalifornien, USA
Mikromanipulator s. G23
G44 Legierung zur Füllung der Kapillaren: Bi 44,7% / Pb 22,6% / In 19,1% / Sn 8,3% / Cd 5,3%, Good-






G45 Plattierungslösung: 5% K[Au(CN)2] in 200 mM Ammonium-Citrat, pH 6,3
Gasmischpumpe s. G28
Sauerstoff (technisch) s. G40
G46 Elektronische Bausteine: Operationsverstärker OPA128JM, Instrumentenverstärker INA114, Burr
Brown Int. GmbH, Darmstadt, Deutschland
4. Datenerfassung
G47 A/D-Wandlerkarte: DAS-1602, Keithley Instruments, Inc., Taunton, MA, U.S.A., Messbereich: 0-5
bzw. 0-10 V
G48 Datenerfassungs-Software: ViewDAC, Keithley Data Acquisition Division, Keithley Instruments,
Inc. Taunton, MA, U.S.A. und TestPoint, Capital Equipment Corporation, Billerica, MA, U.S.A.
Fisch blau
Zum Dünsten von Fischen nach der Methode „Fisch blau“ eignen sich Karpfen, Brasse, Forelle, Schlei-
e, Aal und Lachs. Die Haut dieser Fische enthält einen Farbstoff, der durch die Behandlung mit heißem
Essig die Blaufärbung bewirkt. Bei Fischen, die nach dieser Methode zubereitet werden, darf die schlei-
mige Haut nur mit nassen Händen angefasst und beim Säubern nicht verletzt werden.
Bei der Zubereitung im Backofen dar die Nachwärme nur kurze Zeit wirken, da die Fischhaut sonst
grau und unansehnlich wird.
Forelle blau
4 – 6 Forellen (oder Schleien), Salz, ¼ l Essig, ½ l Wasser, Zitronenscheiben, Petersilie
Fische vorsichtig innen säubern, waschen und nur innen salzen. An der Kopfspitze sowie am Schwanz-
ende mit einer Stopfnadel durchstechen, einen Faden hindurchziehen, Kopf und Schwanz zusammenbin-
den.
Essig und Wasser erhitzen, Fische damit übergießen und 5 – 10 Minuten stehen lassen. Anschließend
auf eine Porzellanplatte geben und im Backofen dünsten. An den wie weiße Perlen herausquellenden
Augen und am leichten Herausziehen der Rückenflosse ist zu erkennen, dass der Fisch gar ist.
Mit Zitronenscheiben und Petersilie garnieren
Als Beilage Salzkartoffeln, Kopfsalat und Meerrettichsahne reichen.
Einsetzen: Fettpfanne mit ¾ l heißem Essigwasser, untere Einschubleiste, darüber Rost mit Fischplatte
Dünsten: 180 – 200 °C: 20 – 25 Minuten
0: 3 – 5 Minuten
Tip: Gefrorene Forellen können in gefrorenem Zustand im Topf in kochendem Sud oder über Dampf in
der Deckelpfanne oder in Alufolie im Backofen bereitet werden.
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